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緒言
前立腺肥大症は加齢 .i
-
ともに男性 に発症する生理的な老化現象であり､ 前立腺
内腺の腺腫状増殖として観察される｡ 加齢に伴う内腺の増殖に は個人差が見られ
る が ､ 早い 着で は30歳代半ばにすで に観察され ､ 70歳頃にな るとほ ぼ全員 に認め
られる ようになる｡ こ の 内腺の増殖は紡錘形の 繊維細胞の増殖性変化で繊推性あ
る い は ､ 繊維筋性の 小結節を形成しており､ 高齢化とともに この 小結節はさら に
増殖 し､ 次第に尿管を圧迫する ように なる(1)｡ 臨床的 に は排尿時間の延長や夜
間額尿として現れ, 時に は尿閉を伴うこともある｡ 従 っ て ､ 今後の 高齢化社会 に
お い てますます重要な疾患となる ことが予想される｡ 前立腺は本来男性ホ ル モ ン
の標的組織でありそ の増殖は男性ホ ル モ ン依存的である と考えられて い るが ､ 前
立腺肥大症患者の 肥大した前立腺 で は明らかな男性ホ ル モ ン依存性は認められ て
い な い ｡ また臨床的にも男性ホ.ル モ ン措抗剤が必ずしも満足す べ き効果を示さず
副作用として多発するイ ン ポテ ンス は ､ Qual ityof Lifeの 観点からも重要な問題と
な っ て きて い る ｡ 現在前立腺肥大症 に伴う排尿障害に対 する保存的治療法として ､
近位部尿道の神経支配が交感神経α 1受容体優位であ る ことか らα 1 ブ ロ ッ カ ー
の 臨床応用が試みられて い る(2)｡ しか し同 じα 1 レセ プタ ー を発現して い る血管
平滑筋に お い て もα1ブロ ッ カ ー は括抗作用を示し､ 血圧 降下が重要な副作用と
な る可能性があ る｡ 実際初期の α 1 アン タ ゴ ニ ス トであるプラゾシ ン は排尿困難
の改善の目的で臨床的に使用された がその 際､ 血圧降下が副作用として問題とな っ
た(3)｡
尿道や 血管の収縮及び弛緩を担 っ て い る平滑筋 は生体内に広く分布して おり､
消化管運動､ 腺分泌 ､ 排便排尿や血液循環の調節など多様な機能を司 っ て い る ｡
平滑筋の 収縮 や弛緩は神経支配以外 にも多くの 生体内活性物質 によ っ て調節され
て い る ｡ アセ チ ル コ リ ン ､ ア ド レナリ ン等の 生体 アミ ン ､ プロ ス タ グラ ン ジ ン の
ような脂肪酸誘導体､ バ ソ プ レ ッ シ ン ､ ア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠ､ エ ン ドセ リ ン等の
ペ プチ ド類などが平滑筋を収縮させ る ことが知られて い る ｡ こ れら生体内活性物
質に はそれぞれ特異的な レ セ プタ ー が標的細胞 の細胞膜上 に存在する ことが知ら
れて い る ｡ レセ プタ - の 定義として はある特定のイヒ学物質に対して高い 親和性と
低 い飽和性を有する分子であるとされて おり､ー化学物質と レセ プタ ー が結合す る
こ とが引き金とな っ て標的組織に様々 な反応をお こすこ とができるもの と思 われ
て い る ｡ 血管平滑筋 で は レ セ プタ ー にリ ガ ン ドが結合する と ､ セ カ ン ドメ ッ セ ン
ジ ャ ー と して カ ル シ ウ ム イオ ンが上昇し､ こ の細胞内カ ル シウ ム イオ ン濃度の 上
昇に よりカ ル シ ウ ム 依存的な様々 な反応が引き起こされる｡ プロ テイ ン キナ - ゼ
C やミ オ シ ン軽鎖りん酸化酵素等の カ ル シ ウ ム依存性酵素の 活性化によ っ て ミ オ
シ ン がり ん酸化され平滑筋を収縮させ るもの と考えられて い る ｡
最近で は同 一 の 神経伝達物質に より異な っ た生物学的な反応が起こ る場合が存
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在する こ とが明らかとなり､ レセ プタ ー の細分類が盛 ん に行われる ように な っ て
きた｡ またこ の こと は様々 なサ ブタ イ プ選択的な レセ プタ ー ア ン タ ゴ ニ ス トの 開
発や分子生物学的手法の導入 に より ､ 加速さ れて き た｡ 前述 の α1レ セ プタ ー に
も現在まで に薬理学的 にα1 A, α1 Bの2種類が(4,5)､ ま た分子生物学的に はα1A,
α1 B
,
α1 C の 3種類が ク ロ ー ニ ン グされ て おり(6,7,8) ､ い ま だ完全に は解明さ れ
て い な い ｡ こ れらの レ セ プタ ー サ ブ タイ プは ､ 組織特異的な発現をして い る場 合
が多く､ そ の 場合特異的な組織に対して の み作用す る措抗剤 の開発の 可能性が ひ
らけてく る｡ 実際 ､ 新し い α1括抗剤 で あるY M 61 7は ウ サ ギを用 い た実験で ､ 大
動脈 に比 べ て尿道に対して約 1 0倍の選択性を持 つ ことが明らかとな っ て い る ｡
そこで 前立腺平滑筋と血管平滑筋の α1レセ プタ ー の サ ブ タイ プを比較する こ と
に よ っ て ､ YM 617 の尿道選択性を説明する こ と に した｡
一 方 ､
,
レ セ プタ ー 括抗剤を臨床開発する ため に は ､ まずラ ッ トな どの 実験動物
を用 い て ス クリ ー ニ ン グし､ 組織 や レ セ プタ ー サ ブタ イ プ特異性を明らか に し ､
薬理作用が検討されるo そ の 際 ､ ヒ トと実験動物との 間で レ セ プタ ー の種差が問
題とな っ てくる ｡ こ れに は ヒ トとラ ッ トで は特定の組織で発現して い る レセ プ タ
ー の サ ブタイ プが違う場合と､ レ セ プタ ー 分子と して括抗剤 に対する親和性が ヒ
トとラ ッ トで違う場合が含まれる ｡ 実際 ､ 近年バ ソ プ レ ッ シ ン措抗剤が実験動物
と臨床で その 効力に大きな差があ っ たこ とが報告されて い る ｡ この ことは臨床 で
有効な レ セ プタ ー 措抗剤の 開発 にと っ て大きな問題とな っ て きて い る ｡ そ こで 今
回 ､ ヒ ト前立腺と大動脈由来の培養平滑筋細胞を用 い て レ セ プタ ー の サ ブタ イ プ
に つ い て検討するた め に ､ 培養系を確立 し､ ラ ッ トと比 べ る こ とで種差に つ い て
検討した｡
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第1章 ラ ッ ト前立腺と大動脈平滑筋の ア ドレ ナリ ン性α1 レセ プタ ー の
サブタイ プ
第1節 [
3
H]- Y M 617の α1 レセ プタ ー サ ブタ イプ選択性
ア ドレナリ ン性α レ セ プタ ー は薬理学的に は大きく2種類に分類されて い る(α1,
α2)｡ 更にα1レセ プタ ー はJohn s o n& M im e m anら(9)によりク ロ ニ ジン の 誇導体 で
あるク ロ ル エ チ ル ク ロ ニ ジ ン(C E C)が ､ ラ ッ ト大脳皮質の[1 2 5Ⅰ]-B E22 54結合部位
の35-40 %しか不括化しな い ことを報告した｡ つ まりαlレ セ プタ ー はc E C-s e n sitiv e
なα1 Bとc E C-in s e n sitiv eなα1Aの2種類の サ ブ タイ プに分けられる ことを提唱し､
こ の 考えが受け入れられて い る ｡ さら に こ の 分類は1988年 ､ cote c chiaら によ っ
て ハ ム ス タ ー か らα1 B-cD N Aの ク ロ ー ニ ン グが報告されて ､ 分子生物学的にも支
持された(6)｡ Y M617;R-(-)-5-[2-[[2(o-etho xyphe n o xy)ethyl]amin o]pr opyl]-2-
m etho xybe nze n e s ulfo n amide H Cl (ハ ル ナ - ルR)(図1) は前立腺肥大症に伴う排
尿障害治療薬として 山之内製薬 にお い て開発されたα1ブ ロ ッ カ ー でありイヌ に
お い て血 管平滑筋と下 部尿路で の α1 レ セプタ ー に対する 選択性 が下部尿路 に対
して1 0倍ある こ とが報告されて い る(10,ll)｡ 従 っ てY M 617はα1 レセ プ タ ー の サ
ブ タイ プを識別 して い る可能性がある｡ そ こ で今回Y M 617 のラ ベ ル体 である
[
3
H】- Y M 617を用 い て まずy M517の α1レセプタ ー サ ブタイプの選択性から調 べ た｡
方法はパ イ ン デイ ン グア ツ セイを用 い た｡ リ ガ ン ドと して今回合成された[3H]-
y M617と【
3
H]-pr azo sinを用 い た ｡ また租織はα1Aが主 に発現して い る と報告され
て い る ラ ッ ト海馬と ､ α1 Bが主 に発現して い る ラ ッ ト牌臓を用 い た(12,1 3)0
1 . 実験方法
パ イ ン デイ ン グチッ セ イ用 の細胞膜調整は雄性s D系ラ ッ ト(体重25 0-300g) を
用 い エ ー テル麻酔下断漬し､ ただちに海馬及び牌臓を摘出した｡ 摘出組織は10倍
量の 氷冷o.2 5 Ms u c r os e/5 0m M MgC12(pH = 7.5)中で ホ モ ジナイズ し､ ホ モ ジネ
- トは6 00Ⅹ g1 5分 間遠 心 した｡ 上清をナイ ロ ン フ ィ ル タ ー で ろ過 し ､ ろ液は さ
ら に40､00 Ⅹ g20分間の遠心により細胞膜分画を得た｡ 細胞膜分画は50mM tris/
H Cl(pH = 7.5) /10m M MgC12 で2回洗浄した後､ 同じバ ッ フ ァ
ー に腰濁 して実験
に使用するま で 一80℃で保存した｡ パイ ン デイ グア ツ セ イは20 - 50〃g蛋白量の 細
胞膜分画を用 い ､ OA nM の[
3
H]-pr azo sin(N E N社製, 2.8 T Bq/m m ol)ある い は[
3
町
Y M 617(ア マ シ ャ ム社 製, 2.1 T Bq/m m ol)七50m M 打is- H Cl(pH = 7.5)/10m M MgC12
バ ッ フ ァ ー 中で25℃30分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した｡ B/F分離にはガラス フ ィ
ル タ ー を用 い ､ セ ル ハ ー ベ ス タ ー で分離 したo 非特兵的結合 は10FL M フ ェ ン トラ
ミ ン存在下の結合と し､ 特異的結合量 は総結合量より非特異的結合を差し引く こ
と により求めた｡ パ イ ン デイ ン グア ツ セイ の 結果の解析は平均値士標準誤差あ る
い は平均値に9 5%信頼 限界を併記する こ とで表わ した｡ 50%阻害濃度 (I C50)
- 3 1
は1ogit-log解析により次の計算式より求めたo
log[(B . - Bi)/(Bi - B n)] = n[(log(antago nistc o n c e ntratio n
- log(IC5 0)]
こ の 式で ､ Boお よ びBiは それ ぞれ遮断薬の非存在下お よ び存在下 の結合を , B□
は非特異的結合を示し､ nは傾きを表し､ Hill係数 に 一 致する ｡ 次に上武で求めた
IC5 .値と標識化合物の 解離定数(KD)より遮断薬 の抑制係数(Ki)を以下の 式 によ り
算出した｡
K i I IC5 0/(1＋[
3
H-1iga nd]rK,)
尚､ 対応 のあ る実験で は､ 平均値の差の 検定をt-検 定で統計処理 をした｡ 危険率
(p)が0.05未満を有意な差とみなした｡
2 . 結果
【
3H】- Y M 617はラ ッ ト海馬の細胞膜画分 に時間依存的に結合 し､ こ の 結合は2 0
分後に飽和した (図2) ｡ また10〃 M の フェ ン トラ ミ ン を加える こと により速や
かに解離した｡ この 時の 半減期は約5分であ っ た｡ 以上 の ことより､ y M 617はラ ッ
ト海馬の α1A レセ プタ ー に可逆的 に結合する こ とが 分か っ た o 次に ラ ッ ト海馬 と
牌臓の細胞膜画分を用 い て リ ガ ン ドの 飽和実験を行 っ た (図3) ｡ 表1 に【
3
H]-
y M 617と【
3H]-pr a z o sinのK ,･億と B m の 比較を示す. そ の 結果【
3
町 Y M 617は両 細
胞膜画分とも に飽和 し､ ス キ ヤ ツ チ ャ ー ド解析より海馬でK D = 0.17nM , Bm ax
203 血o1/mg pr otein､ 牌臓で はo.19nM ,72.4 fm ol/mg pr oteinを示したQ こ れ は
[
3
町 pr a z o sinを用 い た時とほぼ同じ値であ っ た｡ こ の 中で特 に[
3
H]- Y M 6 17を1) ガ
ン ドとした時は海馬で は[
3
町 prazo sinをリ ガ ン ドと した時よりBr n xが約3倍に な っ
て い た ｡ 次に種 々 の α 1 ア ン タ ゴ ニ ス トを用 い て競争置換実験よ りpKi値を求 め
た｡ 【
3
町 Y M617をリ ガ ン ドと した時 の阻害曲線を図4に示し ､ [
3
町pr a z o sinをリ
ガ ン ドと した時 の値と較 べ た(表2)｡ そ の 結果 ､ リ ガ ン ドと して どち らを用 い
た時もpKi値に大きな差はなか っ たo しかし ､ [
3
H]- Y M617をリ ガ ン ドと して 用 い
た時プラゾシ ン とブナゾ シ ン の 阻音曲線は2相性を示した｡ 更に海馬と肺臓のpK i
を比 べ ると ､ 海馬に選択的な化合物はY M 617,2-(2,6-dim etho ElyPhe n oxyethyl)-
a minom etyl-1,4-be nzodio x a n eH Cl(W B 4101),5- m etylu r apidyl の順 であり肺臓に選択
的な化合物は プラゾ シ ン ､ ブナゾシ ン であ っ た ｡ c E Cは非可逆 的にα1 Bレ セ プタ
ー を不 括化する と言わ れて い る ｡ そこ で 細胞膜画分をc E Cで 前処置する こと に よ
るK｡, Bm 弧 の 変化 に つ い て調 べ た o cECは10FL M で37℃10分間イ ン キ ュ ベ
- ト し
た｡ その 後40､000ⅩglO分の 遠心でC E Cを洗 い ､ リ ガン ドの 飽和実験をおこ な い ､
ス キ ヤ ツ チ ャ ー ド解析してK , , B.r瓜 を求め た. そ の 結果 い ずれの l) ガン ドを用 い
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て も ､ 海馬 で は20% ､ 牌臓 で は4 0-500/oの レセ プタ ー が不括化した｡ しか しこ の
とr.きKD億 に大きな変化はなか っ た(表3)｡ 以上 の ことよりy M 617は ラ ッ ト海馬 に
対して牌臓より約1 0倍の 選択性を持つ こ とが明かとな っ た. また[
3
H]- pr a zosinと
[
3
H]- Y M 617をリ ガ ン ドに した時の各種α1.ア ゴ ニ ス ト及びア ンタ ゴ ニ ス トの Ki値
を比較した(図5)｡ そ の 結果どちら の リ ガ ン ドを用 い た時も各種化合物の Ki億 は
ほ ぼ 同 じ値を示 した ｡
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3 ｡ 考察
今回の結果で[3H]-br a z o sinと【3H]- Y M 61 7 の KD億がラ ッ ト海馬と牌臓で ほぼ等
しか っ た . こ れ はア イ ソ ト ー プラ ベ ル体と して 用 い た場合､ 【3H]-pr azo sin､ [3H]-
y M 617とも に α1 A､ α1 B両 レ セ プタ ー を識別 でき な い ことを表 して い る ｡ しか し
B
r r狐
で は海馬を用 い た場合 ､ [3H]- Y M617を用 い たときは[3H]-pr a z o sinを用 い た と
きの約3倍あ っ た｡ こ の こ とは ラ ッ ト海馬で は[3 町 YM 617は[
3
町pr azo sinの結合
して い な い サ イ トにも結合 して い る こと を示して い る ｡ M i皿 e m a nら(5)は､ αl レ
セ プタ ー の 分 類に2種類 の 方法を示して い る ｡ 即 ちw B410 1とc E Cを用 い た方法
であり､ w B 4101に高親和性でCE Cに不括牝され にく い レセ プタ ー をα1 A,
w B 410に低親和性でC ECで 不括化され易 い レセ プタ ー をα1 Bと定義した｡ 彼 ら
は､ 牌臓や肝臓 の メ ン プ レ ンを用 い た場合w B 4101 の阻害曲線はon e- site m odelで
よ い相関が得られるが ､ 心臓 ､ 大脳皮質､ 輸精管､ 海馬等で は､ wB 4101 の阻害
曲線は2相性を示すこ とを報告して い る ｡ こ の W B4 101 の低親和性部位と高親和性
部位 の Ki値 に は5 0-10 0倍の 開きがあり ､ 高親和 性 の 部位をα1A, 低親和性の部位
をα1Bと して い る ｡ 今回の 結果 で はw B 4101 の阻害曲線 は 1相性を示 し､ さ らに
Ki倦も9.46([
3
H]-pr a z o sin),9.48([
3
H]- Y M 617)で彼らの 報告(9.33)と ほ ぼ 一 致した｡
近年Lo m as
L
n eyら(8)はα1 A, α1 B-cD N A の発現したc o s-7細胞で W B4101はα1Aに対
して約10倍 の 選択性がある と言 っ て い る . 更 にM ir m e m anら(5)は,cEC処理した海
馬と牌臓を用 い て W B 4101 のα1 A選択性を約10倍 である と報告して い る ｡ 今回 の
我々 の結果は彼らの 言うほどの選択性が認められずむしろ5- m ethylur apidylや
m etho x amin eの 選択性の方が大きか っ た｡ Hanら(4)はc E C処理 はラ ッ ト牌臓の
【
1 2 5I]- B E 2254結合部位を70-8 0%減少さ せ るが ､ 海馬で はほとん ど減少しな い こ
とを報告した｡ 今回の我々 の 結果で はどちらの リ ガン ドを用 い ても牌臓で は40-
5 0 %
, 海馬で は10 J 5 % の減少に と どま っ た ｡ こ のC E C処理 に よ るB.rm の 減少の 程
度はM in n e m anら(4,5,9)の 報告の 中でも - 放せず､ 非常に コ ン トロ ー ル しにくい 試
薬 であると彼らも言 っ て い る ｡ 我々 もc E C処理 の 条件を換えると(lOFJ M , 37℃
30min)海馬で50- 70 %, 牌臓 で は7 0-90 %とかなり不活化 の程度が異なる こ とを見 い
だ した｡ しか しい ずれの 条件でも海馬と牌臓で はc E Cによ る不括化の程度は違 っ
て い た｡ w B 410 ,pbe ntola min e, 5- m e也ylur apidyl,yobimbin eや Y M 617は い ずれの 条
件でも阻害曲線が1相性とな っ た の に対して ､ pr az o sinとbu n a z o sinは ラ ッ ト海馬
で ､ [
3H]- Y M 61 7をリ ガ ン ドに用 い た時の み2相性を示した｡ こ の こ と はy M617に
よ っ て 認識される レ セ プタ ー はprazo sin, bu n azo sin高親和性部位と低親和性部位に
区別される ことを示 して い る ｡ こ れ に関 して は最近Medgett, Langer(14)らおよび
Tsu cbihasbi(15)らによ っ てα1レ セ プタ ー をpr azo sinに対する親和性の遠 い でα1 H,
α1 L
,
αlN に分類す る試みも報告されて い る が ､ こ の 問題に 関 して は い まだ不明
な点が残されて い る ｡ しか しながらy M617は従来の α1ア ン タ ゴニ ス トと異なり､
c ate chola血 n eまたはphe n ethyla min eの 誘導体であり､ α1 A/α1 B選択性が10倍程度の
新し い α1レ セ プタ ー の リ ガ ン ドと して有用である こ とが示 された｡
- ll-
4 . 小括
1 . 【
3
町 Y M 617は【
3
H]-pr azo sinと同 じようにαlア ドレナリ ン レセ プ タ ー に高親
和性の ラ デイ オリ ガ ン ドと して 有用 である こ とが示唆された｡
2 ･ [
3
町 Y M 617はαl A, α1 B のサ ブタイ プ選択性はα1Aレセ プタ - に対 して
約10倍あるもの と思 われたo
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第2節 ラ ッ ト大動脈の α1 レ セプタ ー と前立腺の α1レセ プタ ー の サ ブタイ プ
の 比較
ヒ トや 動物の 前立腺 に はαl レセ プタ ー が存在し､ 前立腺の収縮を司 っ て い る
も の と思 われ て い る(1 6,1 7)｡ 前立腺肥大症 に伴う排尿障害にα1ブロ ッ カ ー が有
効で ある こ と
`
は既 にphe n o xybe n z amine(18,19),pr a z o sin(2 0,21), Y M 617(22,23)で 報
告されて い る ｡ しか し ､ α1ブ ロ ッ カ ー を前立腺月巴大症に伴う排尿障害の適応 で
使用す る際､ 同 じα1括抗作用 に基 づくと思 わ れる 血圧 の 下降が問題とな っ て い
る ｡
y M 617はα1 Aに対する選択性がα1Bに比 べ て約10倍ある こ とが分か っ たの で ､
この 化合物を用 い て ラ ッ ト大動脈と前立腺の α1レ セ プタ ー の サ ブタイ プの遠 い
に つ い て検討した｡
1 . 実験方法
ジ ュ チ ル エ ー テル 麻酔したsD系雄性ラ ッ トの胸部大動脈を摘出し､ 月旨肪組織
や結合組織を取り除 い た後､ 10倍量 の 氷冷o.25 Ms u cr o s e/50m MtrisH Cl(pH =7.5)
中で ポリ トロ ンを用 い てホ モ ジナイ ズ した｡ ホモ ジネ - トは6 00Ⅹ g15分間遠心
し上清をナイ ロ ンメ ッ シ ュ で ろ過後､ 40,000Ⅹg20分間遠心した｡ 沈澱は50m M
tris白cl(pH=7.5)/10m M MgC12で2回洗浄し､ 最後 に同 じバ ッ フ ァ ー に懸濁 しメ ン
プ レ ン と して -80℃ で使用するまで保存した｡
受容体結合実験は以下 の ように行 っ た ｡ メ ン プ レ ン とリ ガ ン ドを50m MtrisH Cl
(pH =7･5)/10mM MgC12 バ ッ フ ァ
ー 中で25℃2 0分 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し､ レ セ
プタ ー に結合したリ ガ ン ドと･結合 して い な い リ ガ ン ドをG F/C フ ィル タ ー を用 い
て セ ル ハ ー ベ ス タ ー で分離した｡ フ ィ ル タ ー 上 に トラ ッ プさ れたリ ガン ド ー レセ
プタ ー 複合体をシ ン チ レ 一 夕 - を加えて液体シ ンチ レ ∵ シ ョ ンカ ウ ンタ ー で測定
した｡
摘出実験 はs D系雄性 ラ ッ ト を用 い ､ ジ ュ チ ル エ ー テ ル麻酔下 ､ 前立腺と胸部
大動脈を摘出した｡ .摘出した前立腺と胸部大動脈は脂肪組織と結合組織をKrebs
- He n s elit溶液中で取り除 い た後 ､ 大動脈 は5m mの 長さで切断し､ 内皮細胞を剥
離した｡ 大動脈は1g､ 前立腺は0.5gの 等尺性張力を測定した｡ 混合ガス(95 % 02
＋5% C O2)を通気し､ Krebs-He n s elit液を満たしだ容量30mi の臓器俗に組織を懸垂
した｡ 組織の 一 端はス テ ン レス 製支持棒 に ､ 他端を庄 ･トラ ン ス デ ュ ー サ ー に糸で
固定し､ 発生張力を増幅器を介して イ ン ク 書き記録器 に記録 した ｡
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2 . 結果
その 結果[
3
H】- Y M617はラ ッ ト前立腺 に濃度依存的に結合した｡ 図6はラ ッ ト前
立腺 に対する特異的結合と非特異的結合を示した｡ 非特異的結合 は10/∠ M フェ ン
トラミ ン の 存在下 で の【
3
H]-Y M 6 17の 結合量と し たo 非特異的結合はリ ガ ン .Pの
濃度 の増加とともに増加するが ､ 特異的結合は飽和した｡ さ らにス キ ヤ ツ ナ ヤ -
ド解析 よりシ ン グ ル サイ トの 結合部位の存在が確認され ､ K D = 6 1.5pM , Brn ax =
23.2 fm ol/mgpr oteinと な っ た｡ 次に こ の[
3
H]-Y M617結合部位 のC E C感受性をラ ッ
ト大動脈と比 べ た (表4､ 図7) ｡ その結果KD億の 変化 は ほと ん ど観察されなか っ
たの に対 し､ B
rm x
は前立腺で は11%減少したが大動脈で は3 7 %と差が認められた｡
さらにα1ア ン タ ゴ ニ ス トの 競争置換実験をお こ な っ た (図8) 0 Y M617>pr a z o sin
= bu n az o sin >W B4101>5- m ethylu rapidyl=phe n o xybe n z amine >phe ntola min e >S(＋)-is o m er
of Y M 617>yohimbine> nor epin ephrin e >phe nylephrin e > m etho x amin eとな っ た o プラ ゾ
シ ン はラ ッ ト前立腺と大動脈で ほぼ同じpKi僅を示したが ､ yM 617は前立腺に対
して10倍選択性があ っ た (表5) ｡ ラ ッ ト前立腺 と大動脈 の α 1 レセ プ タ ー の サ
ブタイ プは異なり､ y M617に よ っ て区別される こ とが 分か っ た｡ こ の こ とは従来
報告されて い るin vivo実験の 結果や臨床デ ー タ にお い てY M 617が前立腺に対して
選択的 に弛緩したこ とを説明で きる (図9) ｡ こ の こ とを更に確認する ために垂
vitr o摘出実験をお こな っ た｡ ラ ッ ト大動脈は フ ェ ニ レ フリ ン の 容量 一 作用曲線 は
C E C IOiL M , 10分の 処理 に より ､ 最大収縮力 が約25 %減少した ｡ またc E C IOFL M ,
30分の 処理 により75% の 減少が観察された｡ しか し同様の C EC処理 によ っ て 前立
腺 の容量 一 作用曲線は変化しなか っ た(図10)0
- 14-
40
℃ 30
t=
孟･!
毒量20
>
5=呈
10ぐつ
l_ ー
0
図
表
Pr o state
4 0 0
3 0 0
畠
2 0 0
一oo
0
0 1 0 2 030 4 0
8(fm o帥Ig Protein)
o 1 2
【3‖】Y M 617(nM)
3
speciRc(○)a nd n o nspeci丘c(㊨)binding of[
3町 Y M 617to
r atpr ostate m e mbr a nes andthe Scatchard p
lot(inset). Satur atio n
experim e nts of【
】=トYM 617binding a nd itsSc atcbard plots wer e
perfor m ed asdescri bed in Materials a nd Metho
ds･ Each point
represe ntsthe a ver age offo ur e xperim e nts･
E 6ect of CEC pretreat m ent(1 0
‾ 5 M for 10 min) o n[3町 YM 617binding
sitesin the r at aorta a nd prostate
Btn 虹(fhol/mg pr otein) KD(PM)
c o ntr ol C E C % ofc ontrol co ntr ol e ec
Aorta 36.6±6.6 22.9±5.4 63 76.0 ±8.0 56.0 ±8.0
pr ost ate 乏3.2±6.9 20.6±5.8 89 6l.5±5.9 61.7 ± 12.5
Data are the m e a n±S.E. M . of5 - 8 e xperim en ts.
- 15-
ei召召
墓室誓
国
⊂〉
∩
⊂〉
”
0
ー
⊂〉
くっ
く○
⊂〉
ll)
O
寸
O
”
⊂〉
～
⊂)
”
⊂ )
-
0
h
● ′
⊂
O
O
㌔
O
0(⊃
く⊃
▼■■ ●
⊂〉
⊂〉
～
0
⊂)
CT)
⊂〉
⊂I
寸
⊂)
(⊃
l∫)
礼
＼諾
(J
O
O 0 O O
o
co 畠 等 完
3 aJ)d/Pu n Og
1 6
⊂)
く⊃
⊂)
I
4)
～
(q
●-I
∽
0
L
a
■ヽ
EZ)
くq
I:
○
<
<
R
ぐ＼J
I
貴書音富
善書.f
'
B
槻
区
/
O
ー
0
I
⊂)
r
寸
l
⊂)
r
LL)
I
0
T- 1 I
(
.0
1
⊂〉
r
卜.
1
(=)
▼
‾
q)
l
⊂)
ー
0 )
l
⊂)
r
⊂l
▼一■-
1
⊂)
▼
■■‾
ー
Y -
1
⊂)
ー
糾
ー
l
⊂)
”
㌢
q)
⊂:
●
∈
(q
〉く
0
J=
～
¢
≡
; ′ メ
甲 ′ /
レ
q
′
/ /
/
/
b<
/
m】
/
/
q)
t=
盲 署 ｡ .買 空
.∈ B
1
】 =
I I
/
/
旧(
′ や q
/ /
′
1
/
可?
′
[
ロ .
/
/
y)(サ打
/
/
/
Iヂi
/
/
rA
/甲
弓
′ /
/
/
/
a
/
7
e
ト･研 一+
ト ･8こ+
/
⊂〉
”
⊂〉 ⊂〉⊂) .
Q (上) 寸
(6u!pu!q〇け!〇ads10 %)
pu n og L L9 M ^【吋 ○ 脚 3ds
1 17-
⊂)
⊂)
JY N
表 5
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a ntago nists a nd ago nistsin the r atpro state
PH]･ Y M 617
Antago nist
pKi H illco e瓜cie nt
Y M 617
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Pra ヱOSin
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W B 4101
5- M ethylurapidil
P hen o xybcn za min e
P bentola min e
Yohimbin e
No replnCPh rirle
P he nylepbrin e
M etho x a min e
4
4
6
3
4
4
4
3
3
4
4
4
10.95(10.93- 10.97)
8.28(8.27- 8.30)
10.01(10.00- 10.02)
1 0.06(10.02- 10.ll)
9.74(9.72- 9.76)
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0.68(0.61- 0.74)
0.73(0.66- 0.79)
Data ar ethe m e an and the 95 % c o nfiden celimit ofthe indic ated
n u mber ofexperim e nts(n).
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3 . 考察
ア ゴ ニ ス トヤ ア ン タ ゴ ニ ス トの KD(Ki)億の 比較は異な っ た レセ プタ ー や レ セ プ
タ ー の サ ブタイ プの 検討 にお い て 蔵も重要な方法の - つ である(24)｡ 第1章で用
い た化合物､ w B 410 の Ki億の 報告をまとめる とα1 Aで9.33-9.88, α1Bで8.08-
8.40で ある(5)｡ 今回の 前立腺 で の 結果は9.74であるの で この 僅 からするとα1Bで
はなく てα1 Aと結論でき る｡ 更にα1 A選択的な5 - m ethylt mpidylに関しては ､ [
3
H]
-5- m ethylu r apidylを用 い た実験で αlAが発現して い ると言われて い る ラ ッ ト月削こ
pK｡=9.05で結合するが ､ α1Bが発現して い るラ ッ ト肝には特異的結合を示さなか っ
た ｡ ま たラ ッ ト脳における[3H]-5- m ethylur apidyl結合に対する5- m ethylur apidylの
pKiは9.13 であ っ たと報告されて い る(25)｡ 今回 の ラ ッ ト前立腺におけるpKi倦は
8.94であり こ の化合物の結果もラ ッ ト前立腺ではα1 A優位である ことを支持する｡
更にその 他の α1 A選択的と思われて い る化合物y M617やMetho x a min eのpKi億も第
1章で求め た海馬で の値 (耽1 A)に近 い もの であ っ た｡
M inrE m叫5)らは､ α1レセ プタ ー をcECを用 い て2種類の サ ブタイ プに分類した.
即ち ､ C EC-s e n sitiv eなα1 Bとc EC-in s e n sidv eなα1 A である ｡ そこで我々 もラ ッ ト前
立腺と大動脈 の α1レ セ プタ ー の 差別化にCE Cを用 い てみた. α1 Bを選択的に不括
化する と言われ て い るCECはラ ッ ト前立腺の B
∫ 凪
を ほと んど減少させなか っ た ｡
またこの 結果 は摘出した大動脈及び前立腺の収縮実験でも支持された｡ しかし
cECの 選択性は期待される程大きくなか っ た o Ha n a ndM in n e m a n(26)はラ ッ ト大
動脈をc ECで前処理する とノ ル エ ビネ プリ ン による濃度 一 収縮曲線は大きく右方
にシ フ トする こ と およ び最大収縮が減少する こ とを報告し､ ラ ッ ト大動脈の α1
レセ プタ ー はα1Bタイ プであ ると結論して い るが ､ 今回の我々 の結果はこ れを支
持すると 同時に ラ ッ ト前立腺 の αl レセ プタ ー は大動脈と は異な る こと が推定さ
れた｡
Ka w abe(3)らは前立腺肥大症患者に こ れらα1ブロ ッ カ - を投与した結果 ､
Y M617､ pr a z o sin共に排尿困難の症状を寛解する が その 時､ pr a z o sinで は血圧降下
が観察される の に対 してY M 6
r
17で は血圧降下は観察されなかっ たと して い る ｡ こ
の 現象は こ れら2種の α1ブ ロ ッ カ ー の α1レセ プタ - サ ブタイ プの 選択性で説明す
る ことが できる｡ 即ちpr a z o sinはα1〟α 柑 選択性がな い ため前立腺平滑筋と血管
平滑筋の αl レセ プタ ー に対 して 同じ効力で措抗する が ､ y M617は前立腺 に対 し
て約10倍の 選択性を有して い る為 ､ 血圧降下 は観察されなか っ た｡ しか し今回の
結果 はラッ トでの もの であり､ ヒ トの組織でも同じサブタイプが発現して い るか ､
ある い は動物種 によ る レセ プタ ー の 種差が存在しな い かと い っ た問題は依然不明
である｡
- 21-
4 . 小括
1 . ラ ッ ト前立腺 の αlレセ プタ ー は ､ W B 4101高親和性､ c E C低親和件であり
(α1 A) 大動脈の α1レセ プタ ー とは異な っ て い るもの と思 われたo
2. Y M 6178まpr azo sinと は異なり前立腺に対して大動脈 より10倍選択怖があ っ たo
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第2事 前立腺の ム ス カ リ ン性ア セナ)V.コ リ ン レセ プタ ー の サ ブタ イプ
ラ ッ ト前立腺 に ム ス カリ ン 性ア セ チル コ リ ン レ セ プタ ー が存在す ことは収縮実
験や分泌実験で 既 に報告されて い る(27-29)｡ ま たイ ヌ の前立晩で はこの ム ス カ リ
ン性ア セ チ ル コ リ ン レセ プタ ー はア ン ドロ ゲ ン に よ っ て制御されており前立腺 の
収縮や前立腺液の分泌と い っ た機能発現に重要な役割を果して い るもの と思 わ れ
て い る(30)o ヒ トと ウサ ギの 前立腺を用 い た実験で はα ア ドレ ナリ ン レセ プタ ー
とア セ チ ル コ リ ン レセ プタ ー は前 立腺を収縮さ せ る こ とが報告され ており(31)､
一 方βア ドレ ナリ ン レ セ プタ
ー は前立腺を弛壊させ ると報告されて い る(l l)｡ 現
在ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レ セ プタ ー に は少なくとも3種類の サ ブタイプが
存在する こと が わか っ て おり(3 2,33)さら に遺伝子 レ ベ ルで は5種類が ク ロ ー ニ ン
グされて い る ｡ しか しながら前立腺を収縮させ る ア セ チル コ リ ン レセ プタ ー の サ
ブタイ プに 関 して は未だ報告がな い の で ､ 今回ラ ッ ト及び ヒ トの 前立腺由来平滑
筋細胞を用 い て調 べ る ことと した｡
第1
●
節 ラ ッ ト前立腺 の ム ス カリ ン性 アセ チル コ リ ン レセ プタ ー の サブタイ プ
1 . 実験方法
雄性sD系ラ ッ ト(200- 300g)を実験にもち い た｡ エ ー テ ル麻酔下大脳､ 唾液腺､
心臓および前立腺を摘出し､ ハ サ ミ で細切後､ ホ モ ジナイズ バ ッ フ ァ ー (0.25 M
s u cr o s e/50 m Mtris-HClpH = 7.5)中で ポリ トロ ン で ホ モ ジ ナイ ズし､ ホモ ジネ -
トは600x g,15minの 遠心分離に より上清を得､ さらに こ の 上清を40,000Ⅹg, 20
minの 遠心 により沈澱を得た｡ こ の 沈澱をイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (50 m M
tris- HCIpH = 7.5/10m M MgC12で2回洗 い ､ 租細胞膜分画とし､ パ イ ン デ イ ン グ
ア ツ セイ に用 い た｡
パイ ン デ イ ン グア ツ セ イ は200pg蛋白相当の租細胞膜分画と[
3
H]- m ethyl-
quinu clidinyl ben zilate([
3H]- m ethyl-QN B)(N E N社製, 3.2TBq/rn m ol)をイ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 中で25℃ ､ 60分イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し､ Whatm anG F/C フ ィ ル
タ ー で吸引ろ過する こと に より反応を止めた. フ ィ ル タ ー は更にイン キ ュ ベ ー シ ョ
ン バ ッ フ ァ ー で3回洗浄し､ フ ィ ル タ ー 上 に残 っ たカウ ン トをシ ン チ レ 一 夕 - を
加えて ､ 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で測定した｡ 非特異的結合は10〃 M
ア トロ ピン存在下 の結合とし ､ 特異的結合は総結合豊から非特異的結合を引く こ
とに より求めた ｡
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ア ドレナリ ン性βレセ プタ ー の パ イ ンデ イ ン グア ツ セイ はリ ガ ン ドに[
3
町
dihydr o軸reno191([
3
H]- D H A) (N E N社製 ,2･3Tbq/m m ol)を用 い ､ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン は30℃ ､ 10分で おこ な っ た ｡ その ほ かの 条件 は ム ス カ リ ン性 アセ チ ル コ リ ン レ
セ プタ ー の パ イ ン デ イ ン グア ツ セイ と同 じである ｡
加齢ラ ッ トは 日本ク レ アよ り購入 したs D糸雄性 ラ ッ トを同 一 条件下 で飼育し､
52から60週齢(520- 690g)にな っ たもの を老齢ラ ッ トと し実験に用 い た ｡
黄白定量はBradfordらの 方法に従 い ､ 牛血清 ア ル ブミ ン をス タ ン ダ ー ドと し て
測定した｡
2 . 結果
放射性リ ガ ン ドを用 い た レ セ プタ ー パ イ ン デ イ ン グア ツ セイ によりム ス カリ ン
性 アセ チル コ リ ン レセ プタ ー の サ ブタイ プを同定した｡ 図11aに[
3
H]- m e仇yトQN B
の 濃度依存的(o.o3nM - 1.4 nM)な特異的結合と非特異的結合を示す｡ [
3
H]-
m ethyl-QN B の非特異的結合は[
3
恥 m ethyトQNBの 濃度依存的に直線的に増加す る
が ､ 特異的結合は飽和した｡ こ の濃度依存的曲線をス キ ヤ ツ チ ャ ー ドプロ ッ トす
る と図11bの ような直線に な っ た｡ こ の こと よりラ ッ ト前立腺 の[
3
H]- m ethyトQN B
結合部位はモ ノ コ ン ポ ー ネ ン トで ありその親和性(KD)は0.2 4 ± 0. 4 n M , パ イ ン
デ イ ン グサイ ト(Bm a x)は219± 65fm ol/mg proteinで あ っ た｡ 既に ム ス カリ ン性 ア
セ チ ル コ .)ンレセプタ ー の サ ブ タイプが調 べ られて い る ラ ッ ト大月削M l)､ 心臓
(M 2) 及び唾液腺 (M3) でも同様 に[
31H]- m ethyl-QN B の飽和実験をおこ な っ たと
こ ろ ､ ほ ぼ 同 じ親和性 で特異的結合が観察さ れた (表6) ｡ しか し ､ 結合部位数
は各組織で大きな遠い が観察された｡ 次に種々 の ム ス カリ ン性ア セ チル コ リ ン レ
セ プタ ー ア ン タ ゴ ニ ス トを用 い た阻害実験の結果を図12に示す｡ 前立腺 におけ る
ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レ セ プタ ー ア ンタ ゴ ニ ス トの効力順 は ア トロ ピ ン >
4- D A M P>p- F- H HSiD> ピ レ ン ゼ ピン > メ トク トラミ ン >A F- D X l16と な っ た (秦
7) ｡ こ れ は上記の組織 の内､ 唾液腺のもの と 一 番近 か っ た (図13) ｡ 更に こ れ
らの ア ン タ ゴ ニ ス ト のpKi借を前立腺と唾液腺 で 比較したと こ ろ相関計数が0.99
とな っ た｡ 以上 の こ と よりラ ッ ト前立腺の ム ス カリ ン 性 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プタ
ー はM 3であるも の と思 わ れる ｡ さ ら にラ ッ ト前立腺 の ム ス カ リ ン性ア セ チル コ
リ ン レセ プタ ー の 加齢 によ る影響を調 べ たと こ ろβ- ア ドレ ナリ ン レセ プタ ー は
K｡億､ Bm a xとも変化がな い の に対 し て ､ ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レセ プタ
ー は老齢群で レセ プタ ー の 親和性は不変だが ､ 数の 減少が観察された (表8) ｡
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吋
表 6
Mus carinic receptor de nsity (Bm 拡) aJld eqtlilibliu m
diss o ciatio n c o n sta nt(KD)deriv ed fr o m【旬 - m ethyl-QN Bs att m -
tio n experime ntsin ratb min,heart,saliv ary gland andpro state m e m-
br an es
KD(nM) Bm a x(fm ol/mg protein)
Brain
He art
Sa心v ary gla nd
Pr ostate
0.18 ±0. 2
0.17 土0. 2
0.32ニヒ0.02
0.24 ±0. 4
212 ±45
73士 3
190_＋27
219j:65
Figures represent the m ean ±S. E. M . of 点v e s epar ate experim ents.
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表 8
Mu s carinic cholin o cepto r andβ･ adr en o c epto rden sities(BmJ and equilib-
riu m diss o ciatio n co nsta nts(KD)deriv ed fro m【
】
Hトm ethyl-QN B and【
3Hトdihydro･
alpr en olls aturatio n experim e ntsin yo u ng a nd oldr at pr ostate m e mbr a nes, r e spec-
tiv ely
Yo u ngrats
KD Bm ax
Oldrats
KD a.n 批
(nM) (fm ol/m gprotein) (rlM) (fm ol/rugpr otein)
Musc arinic
cholin o cepto r
0.35土0.07 18ヨ±32 0.26 ±0. 3 87 ±13* *
β- A dre n o c epto r 0.28士 0.04 340±49 0.27 士0. 3 359 ±41
Each 触tlr e repres ents the m e a n士S.E. M . of 6s epar ate e xperim e nts.
榊
signi丘c antly
lesstha nyotlng r at pr o state m e mbr a ne(Stude nt
'
s トtest) (P < 0. 1).
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3 . 考察
今回の ラ ッ ト前立腺に おける【
3
町 m ethyトQN Bの 結合はK, = 0.24nM , Bm ax=
219fm ol/mg pr oteinでありK,億は他の 組織 (脳､ 心臓､ 唾液腺) とほぼ同 じ値が
得られた ｡ atr opin eは非特異的ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レ セ プタ ー ア ン タ ゴ
ニ ス トと して ､ またpire n z epin eはM l選択的(34)､ A F- D X 1 16と m etho ctr amin eはM 2
選択的(35,3 6)､ p-F- H H Si Dと4- D A M Pは M 3選択的な ア ン タ ゴ ニ ス トと して実験 に
用 い た(37,38)｡ 現在薬理学的に は ム ス かノ ン性ア セ チ ル コ リ ン レセ プタ ー は3種
類の サ ブタイ プに分類されて おり､ それぞれM l;中枢 ､ M 2;心臓 ､ M3;内分泌器官
で おも に発現して い る と考えられ て い る ｡ 一 方分子生物学的に は ､ 5種類 の遺伝
子がク ロ ー ニ ン グされ ており(ml - m 5)それぞれml;Ml, m2;M 2, m3;M 3に対応す る
もの と思 われて い る ｡ ま たm4, m5 の発現は確認されて い な い ｡ 今回 の ア ン タ ゴ ニ
ス トの 阻害曲線の Hill係数は1より小さ い ことは (特 に心臓) これらサブタイ プの
混在を示唆する｡ こ れらム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レ セ プタ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト
の効力順 はM l レセプタ ー で はatropine = 4- D A M P>> p-F- H H SiD> pir e n z epin e > >
AF- D X 116, M 2 レセ プタ ー で はatmpine > >4-DA MP >> AF D X 116> >p-F 胡 H SiD> >
pir e n z epin e, M 3レセ プタ
ー で は atr opin e >4-D A M P> >p-F- H H SiD> >pir e n z epin e > >
A トDXl16 で あるこ とが wa elbr o e ckら により報告されて い る ｡ 今回の 前立腺で の
こ れらア ン タ ゴ ニ ス トのpK i億 はM3 タイプの ム ス カ リ ン性ア セ チル コ リ ン レセ プ
タ ー のpKi値と良く 一 致 した｡ またさら にM 3選択的な ア ン タ ゴ ニ ス トと言われ て
い る4-D A M Pとp-F- H H SiDは い ずれも前立腺 - 唾液腺 >脳 >心臓の 順 でpKi僅が高
く､ 前立腺の ム ス カリ ン性 アセ チ ル コ リ ン レセ プタ ー の サ ブタ イプがM 3で あ る
こ とを示唆して い る ｡
今 臥 自律神経系神経伝達物質 レセ プタ ー の 内αlレ セ プタ ー とβレ セ プタ ー ､
ム ス かノン性ア セ チ ル コ リ ン レセ プタ ー の 3種類 に つ い て ､ 加齢ラ ッ トと比較し
た｡ 加齢ラ ッ トの 数が限 られて い る 為､ 相対的 に Bm axの 少な いα1 レ セプタ ー の
定量は できな か っ たが ､ βレ セ プタ ー が 加齢で変化しな い の に対 し て ､ ム ス カ リ
ン性ア セ チ ル コ リ ン レ セ プタ ー は 約1/3に減少した｡ こ の こと が加齢に よ る前立
腺の ア セ チル コ リ ン応答能の減少を意味する の か今の段階で は不明である｡
4 . 小括
1 ･ ラ ッ ト前立腺 の ム ス カ リ ン 性ア セ チ ル
.
コ リ ン レセ プタ ー の サ ブタイ プはM 3
であっ た ｡
2 ･ ム ス カリ ン 性 アセ チ ル コ リ ン レセ プタ
.
- のBm a xは加齢ラ ッ トで約1/3に減少
して い た｡
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第2節 J ヒ ト前立腺由来平滑筋細胞 .(H P) の初代培養系の確立
ヒ ト前立腺肥大症患者の前立腺 に ム ス カ リ ン 性アセ チ ル コ リ ン レセ プタ ー が存
在する こと はL,epo u rら に よりパ イ ン デイ ン グア ツ セ イ及びオ ー トラ ジオ グラフ イ
- で 報告さ れた(39)｡ しか し なが ら前立腺肥大症組織を大量に得る こ とが困難な
こ と ､ お よびセ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー の研究に有用な ことから ､ ヒ ト前立腺組織
より平滑筋細胞の プライ マ リ ー カ ル チ ャ ー を確立する ことと したo 次に ヒ ト前立
腺由来平滑筋細胞を用 い て ､ ム ス カリ ン性ア セ チル コ リ ン レセ プタ ー の サブタイ
プの 同定および にセ カ ン ドメ ッ セ ン ジャ ー に つ い て検討する ことと した｡
1 . 実験方法および結果
プライ マ リ ー カ ル チ ャ ー はモ ル モ ッ ト前立腺で行われたMe rcha ntら(40)の 方法
に従 い ､ 若干改良して おこ な っ た｡
前立腺肥大症患者の摘出前立腺を東京医科歯科大学泌尿器科の森田先生より提
倹して頂 い た｡ 前立腺はD M E M-10%F B S中で組織周辺の脂肪や結合組織を取り除
い たあと ､ 細かく ミ ン ス した｡ 組織片は(1)0.25 %-trypsindige stio n,(2)0.1 % -
c o11age n a sedige stio n,(3)e xpla ntの3種類 の方法で調整し､ R P M I1640J5% F B S培地
で培養した｡ しか し(1)(2)の 酵素消化法で は細胞 の 生者が確認できなか っ た｡ (3)
のe xpla ntで は3日日頃よ りo utgro wthして く る細胞が確認され次第に その 数は増加
した (図14a) ｡ そ こでe xplantl
`
4 日 日に組織を取り出し､ 付着した細胞をo.o2 %
E D T A/P B Sで洗浄後､ トリ プシ ン で剥が し継代した (図14b) ｡ 細胞は約48時間の
倍加時間で増殖し､ 20P D Lを過ぎたあたりから増殖速度の低下 ､ 細胞形態の 不均
一 化が観察されやがて継代不可能とな っ た ｡ 従 っ て 実験には全て5-20P D Lの 細胞
を用 い た ｡ また こ の 細胞 は デ ィ ッ シ ュ 上で の 形態が平滑筋細胞と類似して い た ｡
即ち蒔い た2日後位より中心部にアグl) ゲ- シ ョ ン が観察され､ コ ン フ ル エ ン ト
にな ると細胞がきれ い な方向性を持 っ て配列し､ さ らには何層にも重な っ た部分
が観察された (図14c) (fLll-a nd- V alley) ｡ 細胞はカ バ ー グラス 上でも培養でき ､
細胞内カ ル シ_9ム の 定量ができる こ とが わか っ た｡
前立腺は ∝idpho sphata se活性の 高 い 組織である こ とはよく知られて い る o そ こ
で カ バ ー グラス 上 に培養した ヒ ト前立腺由来平準筋細胞(H P細胞)を用 い てacid
pbo sphatas e染色を行 っ た ｡ 漁色法はス ライ ドグラ ス 上 の 細胞を ホル マ リ ン カ ル シ
ウ ム 固定液で 固定 し0.05 Mカ コ ジ ル酸 ､ o.1 M酢酸バ ッ フ ァ ー で洗 浄後 ､
pa ra ro sa nilin法で発色さ せ た｡ その 後 ヘ マ トキ シリ ン央色にて核を央色し光学顕微
鏡に て細胞を観察した｡ その 結果 ､ H P細胞はacidpbo sphata seの 活性央色で 強く央
色され ､ a cidpho sphatas eを多量 に含有して い るもの と 思 われる (図14 d) . さ ら
に コ ス モ バ イオ社より購入したm o n o clo nalm o u s e anti-hum a n s m o oth m u s cle抗体と
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FIT Cラ ベ ル した2 次抗体(she ep antトm ou s elgM)を 用 い てH P細胞を艶色したと こ
ろ ､ H朗田胞は染色され ヒ ト由来の平滑筋細胞 である こ とが示唆された (図14e) ｡
さらに朱色体数に つ い て調 べ た . Gie m s a典色法はHP細胞を プラス チ ッ ク フ ラ ス
コ で培養し､ 0.1 iLg/hd の コ ル ヒ チン 存在下で3･5 hr培養するo その 後細胞を低張
級(o.o75 M K Cl)で処理 し､ メ タ ノ ー ル :酢酸 - 3:1で 固定後ギム ザ鈍色した｡ そ の
結果図14fにギム ザ染色 を ､ 図17 bにG -ba ndingを示す｡ い ずれもH P細胞の決色体
数は22＋ⅩYであり ヒ ト男性由来め正常細胞である こ と が わか っ た｡ 最後に前立腺
の特徴である ア ン ドロ ゲ ン レセ プタ ー の存在 に つ い て調 べ た｡ ア ン ドロ ゲ ン の 取
り込み ア ツ セ イ は以下の 方法で お こな っ た｡ 即ち6 ウェ ル にHP細胞を蒔き コ ン プ
ル エ ン トにな っ たとこ ろで実験に用 い た｡ de xtr a n-c o atedchar c olで処理 し､ ス テ ロ
イ ドを除去したF BSを含む培地で H P細胞を24時間培養した後､ H B S Sに[
3
H]一
血bole r o n e(N EN社製,3.2T Bq佃 m ol)を加え37℃ ､ 1時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した｡
その 後細胞をH B S Sで洗 い ､ ア ル カリ で可溶化し [
3
H]- miboler o n eを抽出しシ ン チ
レ ー ダ ー を加えて ､ 液体シ ンチ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で測定し た｡ そ の 結果H P
紺地はア ン ドロ ゲン レ セ プタ ー を有 して い る こと がわか っ た (図15) ｡ 以上 の こ
と よりH P細胞は本来の前立腺が有 して い る 機能を残 して お り ､ 前立腺由来細胞
である こ とを示唆して い る ｡ 以上 の こ とより､ H P細胞 は ヒ ト前立腺由来平滑筋
細胞で ある と結論した ｡
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図 1 4
培養3日目の ヒ ト前立腺組織
継代3 日日 の由p細胞
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継代7 日目のH P細胞
抗hu m a n s m ooth m u s cle α - a ctin抗体によ る染色
壬i 盲与 )i Jl まも
1 2 3 4 5
ji = -= 卓占 = 吉芝 有声
6 7 8 9 .10 11 1 2
り i p Je
1 3 1 4 1 5
ヽ ▼ l E
1 9 2 0
Ji L & J&
1 6 17 1 8
2 1 2 2
HP細胞染色体の ギム ザ染色
-35-
F
音I
X Y
′
‾ - ■
ヽ
r -
p -
O
旦
▼■ 一 q
B 8
)
呂 6
0
p -
q)
旨 4
re
量2rrl
p
T3 0
qJ
,
上d
ぐ8
ヰJ
P<
E3
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
A dded[3H]- mibo relo n e(nM)
図1 5 H Pc els w e reincub
･
ated with in c r e asingc on c e ntration of【3 町
mibole ro n e a ndspe cificin c o rpo ratio n w asindicated.
- 36-
3 . 考察
前立腺由来の細胞培養は前立腺癌や前立腺肥大症の発症メ カ ニ ズ ム の 解明や ア
ン ドロ ジ ェ ン の代謝研究等にと っ て魅力ある実験系として古くより試みられて き
たが ､ 永久細胞株の樹立 に は い たらず培養の困難な組織 である とされてきた｡
組織片からス タ ー トする初代培養で は ､ 混在す る繊維芽細胞の over-gro wthが お
こり､ 上皮細胞の 増殖が妨げられる｡ 痛組織を培養しても､ 増生する細胞 は癌細
胞 で はなく化生 した細胞である可能性が た か い ､ な どの 問題 がある｡ 今回 の 初代
培養で は ､ 実際e xpla ntか らはえだした細胞の1回 目の 継代 の 際の 生者率が極端 に
悪 い ｡ こ れ は通常の トリ プ シ ン処理 で剥 がれる細胞が全体の20 %程度であり､ 大
部分はディ ッ シ ュ から剥がす こ とが できな い こ と によ る ｡ その 結果2臥 3回と継
代を重ねる こ とに よ っ て ､ 細胞の 種類が純化されたもの と思 われる｡ 実際継代を
数回重ねると ､ .通常の トリ プ シ ン処理 により ほ ぼ全て の 細胞が ディ ッ シ ュ より剥
がれ ､ またその後の 生者率も良くなる｡ この よう に して調製された初代細胞は3
- 4
.
カ月(20- 25P D L)を 過ぎたあたりから極端 に倍加時間が延長し､ ま た細胞の 形
態の変化が観察される｡ しか し､ 今回用 い た ヒ ト前立腺由来平滑筋細胞はその 形
態及び増殖像が大動脈平滑筋で報告され て い るもの や ､ 近年 ヒ ト勝就から培養さ
れた平滑筋の プラ イ マ リ ー カ ル チ ャ ー の 細胞 に よく似て い た(41)o 従 っ て細胞 の
形態およびanti-hu m an s m o othm us cle antibody 陽性である ことか ら ヒ ト前立腺由来
の平滑筋細胞であるもの と思 わ れた｡ ま た染色体数が正常である こと や､ ア ン ド
ロ ゲ ン レ セ プタ ー を有 し､ a cidphosphata s e活性が検出 できた こ と から本来の 前立
腺の機能を残存させ て い るも の と思 われた｡
4 . 小括
ヒ ト前立腺由来平滑筋細胞 の初代培養系が確立 した｡
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解3節 ヒ ト前立腺由来平滑筋細胞の ム ス カリ ン性ア セチ ル コ リ ン レ セ プタ ー
の サ ブタイ プ
ラ ッ ト前立腺の ム ス カ リ ン性 ア セ チ ル コ リ ン レセ プタ ー の サ ブタ イプがM 3で
ある こ とを第1節で報告した｡ 今回 ヒ ト前立腺由来の平滑筋の初代培養系が確立
し､ パ イ ンデイ ン グア ツ セイが可能とな っ たの で ､ ラ ッ ト前立腺と比 べ る ため ヒ
ト前立腺由来平滑筋細胞 (H P細胞) の ム ス カリ ン性 アセ チ ル コ リ ン レ セ プタ ー
の サ ブタイ プを決定した｡
1 . 実験方法
HP細胞の メ ン プ レ ン調整を以下 の ように行っ た ｡ 500c m
2
の デ ィ ッ シ ュ に コ ン
プ ル エ ン トにな っ た細胞をp BS で洗 い ､ セ ル ス ク レ ー パ ー で ディ ッ シ ュ より剥離
した後､ 800xglO分 の 遠心 で細胞を回収する｡ 回収した細胞は10倍量の50mM
tris- H Cl(pH =7･5),10m M MgCl2中で ポリ トロ ン で ホ モ ジナイズ し､ 40,00 0Ⅹg
20分の 遠心により細胞膜分画を調整した｡ 細胞膜分画はさらに2度洗浄し､ 同 じ
バ ッ フ ァ - に懸濁後､ -80℃ で保存した｡ パ イ ン デ イ ン グア ツ セイの 方法は第1
節と同様である｡
cAMP定量は12ウ ェ ル にHP細胞を培養しコ ン フ ル エ ン トにな っ たと ころ で実験
に用 い た｡ 細胞をH B SSで2回洗浄後H B SS中で37℃ 5分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し､
1 m M3-is obutyl-1- m ethylx a nthin e
l
(IB M X)存在下 カ ル バ コ ー ル または フ ォ ル ス コ 1)
ンで5分処理した｡ そ の 後被検薬物を添加後10分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し､ イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー を取り除 い た後 ､ 氷冷 した6% 過塩素酸を加えcA M Pを
細胞よ り抽出し､ ア ル カ リで 中和後ヤ マ サ の cA M P定量キ ッ トで測定した｡
2 . 結果
H P細胞から調製した メ ン プレ ン と【
3
H]- m ethyl-QN Bをイ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ンす る
と[
3
H]- m ethyl-QN Bは時間依存的 に結合しこ の 結合はあとから1iLMの ア トロ ピ ン
を添加する こ と･ に より時間依存的に解離した (図16) ｡ さ らに[
3
和 一 m e仇yトqN B
の 飽和実験を行 っ た と こ ろ ､ H P細胞 に はm o n o-c o mponentな ムス カリ ン性アセ チ
ル コ リ ン レセ プタ ー が存在する こ と が分か っ た (図1 7) ｡ 以 上 の こと よりH P細
胞 には【3H]- m ethyトQN B の特異的結合部位 が存在し､ こ の 特異的結合は可逆性で
ある こ とが分か っ た ｡ そ こ で 次に こ の結合部位 (ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レ
セ プタ ー) の サ ブタイ プを決定した｡ すな わち ム ス カリ ン性アセ チル コ リ ン レ セ
プタ ー の サブタイ プ選択的ア ン夕 ゴ ニ ス トを用 い て阻害実験を行 っ た (図18､ 表
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9) ｡ そ･ の 結果H P細胞の ム ス カリ ン性ア セ チル コ リ ン レセ プタ
ー の サ ブタ イプ は
M2である ことが示唆された｡ そ こ で こ の こ とを更に確かめ る た めに ､ M2タ イ プ
の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー であ る と言 わ れて い るcA MP の定量をお こ な っ た ｡ そ
の 結果､ H P細胞はイ ソ プロ テ レ ノ ー ル およ び フ ォ ル ス コ リ ン の 濃度依存的に
cA M P の産 生が増加した (図19) ｡ こ の 時に カ ル バ コ ー ル を共存さ せ るとイ ソ プ
ロ テ レ ノ ー ル およ びフ ォ ル ス コ リ ン に よ るcA M P産生 の 増加は抑制された
(図20a,b) ｡
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3 . 考察
ヒ ト前立腺 に お い て ム ス カ リ ン性 アセ チ ル コ リ ン レセ プタ ー の 存在は既に報告
されて い る ｡ しか し､ その サ ブタイ プに関する報告は い ままで なか っ た｡ Ja m e s
ら によ る と ヒ ト前立腺の ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レセ プタ ー は腺上皮及び問
質に存在すると報告して い る(4 2)｡ また平滑筋は主 に問質に存在して い る こと を
考え合 わ せ る と今回の結果 は 問質の 平滑筋が M 2 レセ プタ ー を介して収縮､ 分 泌
に関与して い る と考えられる｡
【
3
H]- m ethyl-QN BのKl)偲はo.17nM であり従来の種々 の 組織の報告と
- 放する .
これ は[
3
H]- m ethyトQN Bが レセ プタ ー サ ブタイ プを識別できな い こ と と合致して
い る(4 2,43)｡ また薬理学的に異なる3種の サ ブタイプに特異的なア ン タゴ ニ ス ト ､
pire n z epine;M l, A F
- D X 116･, M 2, p- F胡HSiD;M3(44,45)を用 い た阻害実験よりH P細
胞の ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レセ プタ ー は これまで に報告されたラ ッ トL､臓
(M 2)や m2- cDNA を発現させたc H O細胞で の 報告と 一 致 して い た(46,47)｡ さら に
こ れらの ア ン タ ゴ ニ ス トの 阻害曲線 がo n e-site- m odelと なる こと からH P細胞の ム
ス カリ ン性 ア セ チル コ リ ン レセ プタ ー の サ ブタイ プはsingle-siteで しかもM 2で あ
る と結論した｡ これ は第1節の ラ ッ ト前立腺 における ム ス カリ ン性 アセ チル コ リ
ン レセ プタ ー がM 3で ある ことと異な っ ており興味深 い ｡ こ の こと はラ ッ トと ヒ
トで の種差を反映して い る の か ､ ある い は ､ ヒ ト前立腺の組織申で複数の サブタ
イ プが発現して い る こ とに よ る の か現時点で は断定できな い ｡ しか し､ ラ ッ ト前
立腺 の場合は組織 ホ モ ジネ - トを用 い て おり ､ こ の 中に は問質組織が多量に含ま
れる ことか ら､ ヒ ト前立腺由来の平滑筋細胞の ム ス カリ ン性 アセ チル コ リ ン レ セ
プタ ー の サ ブタイ プと異な っ た療果が得られたもの と考えられる｡ 前立腺肥大症
患者の 肥大前立腺 で は主 に問質の肥大が観察され ており､ そ の 中で は平滑筋の 増
殖も観察されて い る ｡ そ の 為､ 肥大症患者の前立腺 にお い て収縮 に関与して い る
の はM 2一 夕イ ブ の ム ス カ リ ン性 ア セチル コ リ ン レセ プタ ー である 可能性はあるも
の と思われる ｡
異な っ た レセ プタ ー サ ブタイ プは異なる セ カ ン ドメ ッ セ ン ジャ ー とカ ッ プル し
て い る ことが最近の 分子生物学的手法に より明かとな っ て い る ｡ 即ちml, m3, m5
レセ プタ ー は ホ ス ホリ パ ー ゼcを介 して細胞内遊離カ ル シ ウム 濃度の 上昇を引き
起 こすが ､ m2, m4 レ セプタ ー は ア デ ニ レ ー トサイ ク ラ ー ゼ 活性の減少を引き起こ
し､ 平滑筋の弛緩に関与して い るもの と思われ て い る(48,49)｡ こ0)こ とは子宮や
気管支の平滑筋 でも観察され て い る(43,5 0,51)｡ 今回の H P細胞でリ ガ ン ド依存的
なcA M P の減少が観察され たこと は ､ H P細胞 の ム ス カリ ン性アセ チ ル コ リ ン レ セ
プタ ー の サ ブタイ プがM 2である こ とを強く支持して い る｡
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4 . 小括
1 . ヒ ト前立腺由来平滑筋細胞の ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レセ プタ ー の サ ブ
タイ プはM 2であ っ た｡
2 . ヒ ト前立腺由来平滑筋細胞の M 2レ セ プ タ - は ア デ ニ レ ー トサイク ラ ー ゼ の
活性減少と カ ッ プ ル して い た ｡
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第3章 ヒ ト前立腺と大動脈由来培養細胞にお ける エ ン ドセリ ン レセ プタ ー の
サブタ イプ
第1節 ヒ ト前立腺由来平滑筋細胞の エ ン ドセリ ン レセ プタ ー サ ブタイ プ
エ ン ドセ リ ン(E T)は19 92年柳沢ら により培養ブ タ血管内皮細胞から分離同定さ
れたア ミノ酸21偶の ペ プタ イ ドであり､ 血管平滑筋を強力 に収縮する ことが知ら
れて い る(52)｡ こ の 強力な収縮 により種々 の 末梢循環不全 に基ずく病態の原因因
子として注目されて い る ｡ こ の エ ン ドセリ ン に は3種類 の アイ ソ ペ プチ ドの 存在
が知られて おり(E T-I,2,3)(53)､ そ の レ セ プタ ー に は い ままで に2種類 の サ ブタ イ
プが存在する こ とが知られ て い る(E TA, E TB)(衷10)(54-56)｡ 前立腺 に エ ン ドセ
リ ン並 び に エ ン ドセリ ン レ セ プタ ー が存在する こ とはuさPotlrらによ っ て組織 レ ベ
ル で その 存在が確認されて い る ｡ それによ ると ヒ ト前立腺を問質と上皮に分ける
と上皮組織に多く存在する ことを報告して い る(57,5 8)｡ しかしその サ ブタイ プは
依然不明である の で ､ 今回前立腺由来平滑筋細胞の エ ン ドセリ ン レセ プタ ー の サ
ブタイプを決定した｡ また ヒ ト大動脈由来血管平滑筋細胞の培養系を確立し､ 前
立腺由来細胞と エ ン ドセ リ ン レセ プタ ー の サ ブタ イ プに つ い て比較した.
1 . 実験方法
24ウ ェ ル に コ ン フ ル エ ン トに な っ たH P細胞をイ ンタ ク トなまま実験に用 い た｡
即ちH BSS中に[
1 25I]-ET-1(NEN社製,81.4 T Bq/m m ol)を加え､ 37℃ 60分間C O2イ
ン キ ュ ベ ー タ - 内で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し､ 培地を除去後H B S Sで2回洗浄し､
o.1 N-NaO Hで細胞を可溶化した後7, - カ ウ ン タ ー で測定した｡ 非特異的結合は
1〃 Mの E T
-1存在下 の結合とした｡ H P細胞の 細胞内カル シ ウム 濃度の測定は以下
の ように行 っ た｡ 即ちH P細胞をカ バ ー ガ ラ ス 上 に培養し､ コ ン プ ル エ ン トにな っ
た後､ 血清 な しの R P MⅠ164 0培地で18時間培養後実験に用 い た｡ その 後細胞内遊
離カル シウム の 蛍光指示薬であるFur a-2/AM 5iLMをHBSS中でHP細胞とイ ンキ エ
ペ - シ ョ ン し､ 細胞内カ ル シ ウム 測定機 (CA F-100, 日本分光) で測定した｡ 細
胞内カ ル シウ ム 量の 定量は ､ Molec ularProbe社製のCa
2 十 か) プレ ー シ ョ ン キ ッ ト
を使用 し､ Fu r a-2 で検量線を作成した｡
ー 46 -
表10
エ ン ドセ リ ン レセ プタ ー の サ ブタイ プ
サブタイ プ E Ts選択性 局在性
E TA E T
-1 = E T-2 >> ET -3 血管平滑筋
E TB E T
-1 = E T-2 = E T-3 血管内皮
脳
2 . 結果
H P細胞は[
1 2 5
Ⅰ】-E T-1,[
1 2 5
Ⅰ]- E T-3特異的な結合が観察された｡ そこ で こ の 結合
部位の レセ プタ - サ ブタイ プを決定するため に ､ E T-1, E T-3, E TA レ セ プタ ー 特異
的なア ン タ ゴ ニ ス トで あるF R 139 17, 更にE TB レ セ プタ ー の 特異 的な ア ゴ ニ ス ト
であるIR L1620を用 い て阻害実験を行 っ た｡ E T-1は1相性の 阻害曲線を示したの に
対して ､ E T-3の 阻害曲線は2相性を示した｡ ま たそ れぞ れETA, E TB エ ン ドセリ:/
レ セ プタ ー の 特異的な阻害剤 であるFR 139317及びIR L1620は[
1 25
I]- E T-1 の結合を
完全に は 阻害しなか っ た (図21) . 更にET- 1に よる H P細胞 の細胞内カ ル シウ ム
濃度変化に対する影響に つ い て調 べ た ｡ その 結果E T-1,及びET -3 によ る細胞内 カ
ルシ ウム 濃度の上昇はF R 139317 1xlO
- 6
Mでも尭全には阻害できなか っ た (図22) 0
以上 の こ とからH P細胞 に はE TA, E TB両 レセ プタ ー が発現して おり､ 両 レ セ プタ ー
ともにセ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー と して ､ 細胞内カ ル シ ウ ム の 上昇を司 っ て い る も
の と思 われた｡
3 . 考察
E Tは非血管系の平滑筋で も気管支､ 子宮 ､ 勝朕 な どで 強力な収縮作用を示す
こ とが こ れま で に廟告され て い る(59-62)｡ しか し前立腺 に関す るE Tレ セ プタ ー
サブタイ プ の 報告は い まま で なか っ た ｡ 1993年 にな っ て ヒ ト前立腺で Kobaya sbi
らが始めて報告して い る(63)｡ それ によ るとK｡ = 0.52 - 1.OnM , Bfrn=28- 40fm ol/mg
pr oteinの エ ン ドセ リ ン レ セ プタ ー の 存在を前立腺肥大症の摘出前立腺で確認して
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い る ｡ ま たオ ー トラ ジオ グラ フ イ - によ る実験で前立腺問質で はETAが多く (約
2/3) ､ 上皮組織で はETBが多か っ た と して い る ｡ 今回の 我々 の 結果 で は ､ 前立腺
の培養平滑筋細胞は問質由来のもの と思われ る の で ､ ETA侭rBの 存在比率は
Kobayashiらの 報告と 一 致する ｡ しか し単 一 細胞でE TA,E TBの 両 レセ プタ ー が発現
して い る と いう知見は始め て の もの である｡ また最近にな っ て ヒ ト前立腺 におけ
るE T-1 の存在も報告され(64)､ 前立腺におけるE T の役割はますます重要視され て
く るもの と思われ る｡
4 . 小括
1 . H P細胞 に は エ ン ドセ リ ン レセ プタ ー が発現して い た ｡
2 . H P細胞の エ ン ドセ リ ン レ セ プタ ー はE TA, E TB両タイ プが発現して い た｡
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第2節 ■ヒ ト大動脈血管平滑筋細胞の プライ マ リ ー カ ル チ ャ ー
1 . 実験方法および結果
ク ラ ボウより購入した ヒ ト大動脈血管平滑筋細胞(H A S M C)をD M E M-10 %F BS で
培養し､ 3回以上縫代した細胞を実験 に用 い たo H A S M Cはこ の 条件で25P D L前後
まで増殖速度 に変化は な か っ た｡ 由ASM Cは培地を変更後も増殖能力 は高く､ 24
_36hrの 倍加時間で増殖す る｡ コ ン プ ル エ ン トに な っ た 後も､ 継代 をせずに培地
交換の みを続ける と ､ 抽lトa nd- Valey構造を示したo しか し25P D Lを過ぎた噴から
急激に増殖速度が低下する とともに細胞 の肥大化､ 不均 一 化が観察された｡ そ の
ため実験に は5- 20P D L の細胞を実験に用 い た｡ ま た この 細胞峠カ バ - グラ ス 上 に
も培養が可能であり､ カ ル シウム濃度測定ができる ことが わか っ た (図23) 0
2 . 考察
大動脈血管平滑筋の細胞培養はウサギやラ ッ トを用い て盛ん に行われて い る ｡
光学顕微鏡で血管平滑筋細胞を観察すると､ 線維芽細胞や内皮細胞は単層配列を
示すが ､ 平滑筋細胞は い わゆるHill-aJld- V alley様配列を示し､ Hillの所で は6-8層 に
達するo 今回のHAS M CもHi11- and- V alley棟構造をとるo 更に培養を続けると ､ ㍗
- ト状 にディ ッ シ ュ から剥がれた｡
3 . 小 括
1 . ヒ ト大動脆血管平滑筋細胞の プライ マ リ ー カル チ ャ - を購入 し､ 更に こ れ
を 25 P D L前後ま で培養維持する ことができた｡
2 . カ バ ー グラ ス 上 で培養できる こ とが分か っ た為 ､ Fu r a2を取り込ませ て細
胞内カ ル シ ウ ム濃度 の測定ができ る ことが分か っ た｡
- 50-
!
･
サ
鳩軒
* ～i
*;
簡漂
近
塾
盟.
;I;
e'
v㌧上
′■f
･.済･･ 才
I.
1 ･ミ‾
i
Li
I
I
I:㌔.r さ i
呼 l
L■ゼ 葡-L
.6 .市_:ど-‾J:■亀;.
'喝
Q
*
t
I. 伸一 ,I
Ll
i
･ 感`‾ -･1
JL･ ･ 戦':-
邑1' ～
E=
:
ん
由■(■.･′
L､撃こ.p鳥.
? qr独 ≡
=･･
･&三1
”,.
(
メ
羅‾ゝ
安､
.室､.
･
､
,5L撃
T.
I
_.
:I朗■チiJ■戦
表
二･:%･･良二.Il
l:
･
L1.ヰ蛋･･
1
.㌔
. }･-～宅.■ゝ･■
-≠･●
: t ･
_畷,.
一-㌔
1
･J
■も ･,i
す
夢･
A.
a
養
!;
や
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第3節 ヒ ト大動脈由来血管平滑筋細胞の エ ン ドセリ ン レセ プタ ー の
サブタ イ プ
エ ン ドセリ ン は ブタ血管内皮細胞培養上浦中より見 い だされた強力な血管収縮
性ペ プチ ドであり こ れま で にE T l, E T 2,E T 3 の3種類が見 い だされて い る ｡ 更に現
在ま で に レセ プタ ー サ ブタイ プが2種類見 い だされて い る . E T l,E T 2選択的な
E TA レセ プタ
ー とE T l,E T2, E T3に 非選択的なE TB レセ プ タ ー である ｡ ETA レセ プ
タ ー はおもに血管平滑筋で発現して おり､ 血管収縮 に関与して い る と思 われて い
る ｡ またETf1レセ プタ ー は血管内皮細胞や中枢で発現して い ると言われて おり､
血管内皮細胞で は血管内皮細胞由来血管弛嬢因子の放出に関与して い ると考えら
れて い る ｡ しか し､ い ま まで の 血管平滑筋に関する エ ン ドセリ ン レセ プタ - の 知
見は主にラ ッ トや犬等の動物を用 い たもの であり､ ヒ トの 血管平滑筋を用 い た実
験はほと ん ど行われて い なか っ た ｡ そこ で今 回､ ヒ ト大動脈由来血管平滑筋細胞
(H ASMC) を用 い て エ ン ドセリ ン レセ プタ ー の サ ブタイ プの 決定を行 っ た ｡
1 . 実験方法
H A S M C細胞膜の 調整は500c m2 の デ ィ ッ シ ュ に培養後､ o.25 Ms u cr o s e/10mM
MgCl2/50m Mtris- HClバ ッ フ ァ
ー 中で ホモ ジナイズ したo ホモ ジネ - トは2,000Ⅹ
glO分の 藩L､に より上浦を得､ さ らに こ の 上清を4 0,000xg20分間の超遠心によ っ
て膜分画を得たo こ の 膜分画50甲M tris- H Cl/10mM MgCl2に懸濁し､ 使用する ま
で -80℃で保存したo
エ ン ドセリ ン の パ イ ン デ イ ン グア ツ セイ は以下 の ようにお こな っ た｡ 即ちイ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (50m M H E P E S(pH =7.5)/10mM MgC12/0.1% BSA/
0.2TIU aprotinin/0.17mg/mlba citra cin) 中H A SM Cの 細胞膜分画(50-100FLg音自量)
∫
と【
12 5
Ⅰ]- E Tl(30pM)を37℃ 90分イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した｡ 非特異的結合は1〃 M
のE T-1存在下の 結合とし ､ 特異的結合は経緯合量より非特異的結合量を差し引く
こと に より求めた｡ [
1 25
Ⅰ]-E T-3(N E N社製 ,8l.4 T Bq/rr m ol)の 場合は1p MのE T-3を
加えて非特異的結合量を求め た｡
イノ シ ト ー ル1,4,5 三 燐酸(IP3)の 定量は6ウ ェ ル に培養し､ コ ン フ ル エ ン ト に
な っ たH A S M Cを用 い ､ 18時間血清抜きの D M E M培地で培養後実験に 用 い た｡ 細
胞はHepes BufferedSaltSolution(H BSS)中10m M LiClと プ レイ ン キ ュ ベ - シ ョ ン を
行 い その 後薬物を添加した｡ 反応は氷冷した10 % H CIO4 を加えて停止させ ､ 1.5 3
M K O H/75mM Hepe sで 中和後K CIO｡の 沈澱 を
'
2
,0 0xg10分の 遠心 で取り除 い た 上
浦中に含まれるIP3をN E N- DuPo nt社製のIP3定量キ ッ トを用 い て定量した｡
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細胞内遊離カ ル シ ウム 濃度の 定量 は ､ 以下 の よう に行 っ た｡ 即ちH ASM Cを カ
バ ー ガラ ス 上 に培養し､ コ ン フ ル エ ン トに な っ た後 ､ 血 清な しの D M E M培地で1 8
時間培養後実験に用 い たo H A S M Cは細胞内遊離カ ル シ ウ ム の 蛍光指示薬であ る
Fur a-2/A M 5p MとH B SS中で イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し､ そ の 後細 胞内カ ル シ ウム 漉
度測定機 (C A F-100, 日本分光) で測定したo 細胞内カ ル シ ウ ム 量の 定量は ､
M ole ctllarProbe社製 の Ca2 ＋キ ャ リ プ レ - シ ョ ン キ ッ トを使用 し､ Fu r a-2 で検量線
を作成した｡
2 . 結果
まず始め に ､ 【
1 25
ⅠトE T- 1と[
1 2 5
Ⅰ】- E T-3を用 い て パ イ ン デ イ ン グア ツ セ イを お
こな っ た (図24) ｡ その結果H ASMC には[
1 25Ⅰ]- ET･1特異的な結合部位が存在し､
その 結合部位はK｡ =97pM ,甲n u =54fm ol/mg proteinで あ っ た. しか し､ [
1 2 5
I]- E T- 3
の 特異的な結合部位は観察さYLなか っ た｡ そ こ で次 に こ の E Tレ セ プタ ー の サ ブ
タイ プを決定する ために ､ ETア ナロ グを用 い た阻害実験を行っ た (図25､ 表11) 0
H A S M C の[
1 2 5
Ⅰ]-ET-1結合部位 はE T-1, E T-3, 及 びE TA レ セ プタ ー 特異的ア ン タ ゴ
ニ ス トであるF R 13917に よ っ て ほぼ同じ強さ で措抗された｡ しか し､ E T-3は約
1/1 00 の効力しか示さなか っ た｡ これ ら の こと よりH A S M C のエ ン ドセリ ン レセ プ
タ ー の サ ブタイ プ はE TA で あ る こ と が予 想 された｡ さ ら にH A S M C の細胞内遊 離
カ ル シ ウ ム濃度変化に対するE T-1, E T- 3の 影響に つ い て調 べ た (図26,2 7) o そ の
結果E T-1, E T-3ともにH A S M C の細胞内遊離カ ル シ ウ ム 濃度を増加させ たがそ の効
力はE T-1 の方がE T-3 に比 べ て約100倍強か っ た｡ また こ のE T-1に よるH A S MCの 細
胞内遊離カ ル シ ウ ム 濃度 の 上昇はF R 139 317に よ っ て括抗された. さら にE T_ 1に
よ るH A S M Cの 細胞内遊離カ ル シ ウ ム 濃度の 上昇は初期 の 一 過性の 上昇と それ に
続く持続相に分けられ るが ､ こ の 初期相はカ フ ェ イ ン やライ ア ノ ジ ン感受性 の細
胞内カ ル シウ ム ス トアか らの 遊離 である こ と ､ また持続相は細胞外からの 流 入 に
よる ことが分か っ た (表1 2) ｡ またIP3の 産生を調 べ たとこ ろE T-1はH AS MCの
IP3産生を濃度及び時間依存的に増加させ ､ また こ の 増加はF R 13917によ っ て 括
抗された (図28) 0
3 . 考察
H AS MCを用 い た[
1 25
I]-E T-1 の K,億及びKi億 は従来よ り ヒ ト(63)午(64)ラ ッ ト
(65)な どで報告され て い るETAレセ プタ ー の 億と ほぼ 一 致 した｡ さら にAraiらは ヒ
･トE TA- CD N Aを発現さ せ た細胞で【
125
Ⅰ]- E T-1の K｡値をo.18nM と報告しており
H A S MCで のE TA レ セ プタ
ー の 発現 を支持す る ｡ 更 に ス キ ヤ ツ チ ャ ー ド解析よ り
こ の 結合部位はm o n o- c o mpo n e ntである こと が示唆され ､ E TAタイ プの み の 発現が
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考えられる｡ こ れらの こと は､ 阻害剤を用 い た実験でE T-3の みが弱か っ たこと か
らも支持され る｡ E･T- 1に よ る細胞内遊離 カ ル シウ ム濃度の 上昇はIP3に より誘導
される細胞内カ ル シ ウ ム ス トアか らの 放出とそれ に続く細胞外からの 流入 に分け
る こ とができる が ､ こ の カ ル シ ウム イ ン フ ラ ツ ク ス に関 して は､ 1xlO
‾ 6M のニ カ
ル ジピン で抑制 されな い こ と からレtypeカ ル シ ウム チ ャ ン ネル で は な い 別の カ ル
シウ ム チ ャ ンネル を介して い るもの と思 われる｡ これ に関して は､ ラ ッ ト大動脈
血管平滑筋由来の細胞A IOを用 い た場合にもE Tに よ るカ ル シウ ム イ ン フ ラ ツ タ ス
がL-typeカ ル シ ウ ム チ ャ ンネ ル で はな い と言う報告(66)もあり､ 大動脈平滑筋由
来細胞で は種を越えて しtypeカ ル シウム チ ャ ンネ ル が存在しな い の かもしれな い ｡
Gardn erら は勝帯動脈由来の 平滑筋細胞を用 い て膜電位依存的カ ル シウ ム チ ャ ン
ネル に つ い て 報告して おり､ そ の 中で この 細胞 にお い て は膜電位依存的カ ル シ ウ
ム チ ャ ンネル はその密度および活性が小さ い と して い る｡ 以上 の こ とから平滑筋
培養細胞で はL-typeカ ル シウ ム チ ャ ンネ ル が消失しやす い 可敵性も考えられる ｡
一 方､ E T-1で 誘導される細胞内カ ル シウ ム ス トア からの カ ル シウム の 逆離は ､ カ
フ ェ イ ン およ びライ ア ノ ジ ン の 前処置 で観察されなくな っ た｡ これ らの薬物は小
胞体の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネル を開 い たまま 固定する と言われて おり(67,68)､ 細胞
を繰り返し処理する こと によりE T-1により誘導される細胞内カ ル シ ウ ム ス トア を
枯渇させ たもの と考え られる｡ 以上の こと よりE T-1は細胞膜上の ETA レ セ プタ ー
と結合しホス ホリ パ ー ゼcを活性化させ ､ IP3を 産生させ る｡ IP3はカ フ ェ イ ン お
よびライア ノ ジン 感受性の細胞内カ ル シウ ムス トアからカ ルシ ウム を放出させる ｡
その 後n o n-L-typeカ ル シ ウ ム チ ャ ンネル を開 口さ せ細胞内カ ル シウ ム の 持続的年
上昇を引き起こすもの と考えられる｡
4 . /]､括
1 . H A S M Cに は エ ン ドセリ ン レセ プタ ー が存在した｡
2 . こ の レ セ プタ ー はETAタイ プであ っ たo
3 . こ の レ セ プタ ー はIP3産生 並 びに細胞内遊離カ ル シウ ム 濃度 の 上昇とカ ッ
プル して い た｡
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表 1 2
inhibitio n by c a恥in e a nd rya n odin e of E T- トindu c ed
【cふ
2 ＋
】itra n sie ntin H A S M Cs
[ca2 ']i(nM)
ゎa s al
lxl O
‾ 耳 M P
E T-1 (v s. ゎa s al)
Contr ol
ca2 ＋fr e e m ediu m
＋ Caqein e(1×10
‾ 2 M)
＋ Rya n odin e(ixlO
ー 6 M)
68.6 ±8,7
43.8 ±l.6
42.8 ±1.9
52.6 ±2.2
558.8 ±31.6
249.8±10.4
log.4 ±16.6* *
117.8 j:17.6* *
< 0.Ol
< 0.01
N S
N S
Valu es ar e the m ea n±S･ E･ M ･ n - 7 - 10･ NS - n o n slgni丘c a nt v s.
●
bas al･ * *p < O･ I vs. the gr o up of c ellsin cubated with Ca
2 ＋
-fr e e
m ediu m c o ntaining1xlO
‾ e M E T-1.
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第四季 ヒ ト大動脈由来血管平滑筋細胞の ア ン ジオテ ン シ ンⅠIt,･ セ プタ ー の
サ ブタイ プ
ア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠは ､ 末梢 血管収縮 により強力な昇庄作用を有する物質で ､
そ の 合成､ 代謝の 過程は レ ニ ン ー ア ン ジオ テ ン シ ン系 と して 末梢で は詳細 に解明
され て い る(69-70)｡ 一 方下部尿路で の ア ン ジオ テ ン シ ンI の 役割も依然不明であ
るが近年Tan abeら(72)によりラ ッ ト勝朕平滑筋に お い て ア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠレ セ
プタ ー の 存在並 びにサ ブタイ プの 決定がなされた｡ そ れに よる とラ ッ ト勝朕平滑
筋で はおもにA T lタイプの レセ プタ ー が発現して い る もの と思 われる｡
ア ン ジオテ ン シ ンⅠⅠレセ プタ ー の サ ブタ イ プ はサ ブタイ プ選択性の ある ア ン タ
ゴ ニ ス トを用 い て 2種類に分類されて い る ｡ Dup753; (2- n -butyト4- chlor o-5-
hydro xym ethyl-1-[(2
'
-(1 H-tetra z ol-5-yl)biphe nyl-4-yl)- m ethyl]imidazole)に選択性のある
サブ タイ プをA T1 ､ P D 123319･,((S)-1-[[4-dim ethylamin o)-3- m ethylphe nyl]m ethyト5-
(diphe nylac etyl)-4,5,6,7-tetr ahydro-1 ”-imida z o【4,5-c]pyridin e-6-c arbo xylic a cidに選択性
の あるサ ブタイ プをA T2 と して 区 別されて い る(7 3-75)｡ と こ ろ で 血管平滑筋で
はおも に実験動物で はA Tl であるとさ れ て い る が ヒ ト で は い まの と こ ろ腎糸球
体でA Tlタイ プであると いう報告がある の みである(76)｡ そ こで今回 ヒ ト大動脈
血管平滑筋細胞(H A S M C)の ア ン ジオ テ ン シ ン レ セ プタ ー に つ い て同定お よ びサ
ブタ イ プの 決定をお こな っ た｡
1 . 実験方法
H A SMCは500c m
2 の カ ル チ ャ ー デ ィ ッ シ ュ に培養し､ コ ン フ ル エ ン トに な っ た
と こ ろでP BSで洗浄し､ セ ル ス ク レ ー パ ー で細胞を かき集め ､ 遠心 に より細胞を
集め た○ 次 に細胞を250m M sucr o s e/10m M MgCl2/50m M tris- H Cl(pH 7.4)バ ッ フ ァ
ー 中で ホ モ ジナイズ しホ モ ジネ - トは2
,
00 Ⅹ 蛋lO分間の 遠心上清を更に40,000x
g 20分の 遠心 によ っ て沈澱を得た｡ こ の 沈澱 を租操分画 として パイ ン デ イ ン グア ツ
セ イ に用 い た｡ パ イ ン デ イ ン グア ツ セイ は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (10m M
Na2H P O4･ 5m M E D T A,100m M NaCl,0･1rh M P M S F,0･2mg/mls oybe a ntrypsin
inl1ibito r,0･018mg/m1 0-phen anthr olin e, 2mg/ml bo vin e s er u m albumin, 0･14mg/ml
ba 血 a cinpH =7･4)中100〃g蛋白量の租膜分画と[
1 2 5
Ⅰ]-sar
l
,
ne
8
-A II(N E N社製,
81･4 T Bq/m m ol)(60pM)と37℃60分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した｡ 反応はG F/C フィ ル
タ ー を用 い て ろ過する こと に より停止 した｡ フ イ)レタ ー 上 に トラ ッ プされた放射
能は洗浄液(10m M bis- H CIpH =7.4/0.15M NaCl/0.01% BSA)で洗浄し､ フ ィ ル タ
∵ 上 に残 っ た カ ウ ン トを γ - カ ウ ン タ ー で測定した○ 非特異的結合は1FLM の
sar
1
,
Ile
8
- AII存在下 の結合とし ､ 経緯合量から非特異的結合を差し引く こ と に よ
り特異的結合を求めた｡
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細胞内カ ル シウ ム の 濃度測定は以 下の よう に おこ な っ た ｡ HAS MCをカ バ ー グ
ラ ス 上 に培養し､ コ ン フ ル エ ン トにな っ たとこ ろ でH BSS(ハ ン ク ス の 塩溶液に
o.o5 %BSA/10mM glu c o s eを添加したもの)で洗浄し､ 5FL M fu ra-2/A Mと37℃160
分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し､ その 後カ バ ー グラス を洗浄し石英製の キ ュ ベ ッ ト内
に入 れ ､ 日本分光製細胞内カ ル シ ウ ム測定機(cA 『-100)で 測定した｡ 励起波長は
340n mと380nm を用 い ､ 500n mの 蛍光を測定したo 細胞内カ ル シウム濃度の計算
はGrynkie wic sらの 方法に従 い ､ 以下 の 計算式にあて はめ て算出した｡
[ca
2 ＋
】i(nM) = K｡ x【(R - Rm i n)/(R m a x - R)]Ⅹ β ･
Kd ≡ 224nM
P = F3 80(0)伸3 8 0(m a x)
2 . 結果
まず始め に【
1 2 5
I]-Sar
l
,
Ile8 - Al Ⅰ特異的結合部位がH A S M Cに存在するかどうか
を検討したo 図29bニ[
1 2 5
I]-Sar
l
,
ne8 - AⅠⅠの濃度依存的結合を示した｡ H A S MCの
細胞膜に は[
1 2 5
I]-Sar
ー
,Ile
8
- AIIの 特異的結合部位が存在し､ リ ガン ドの濃度を増
加させ る と , こ の 特異的結合部位は飽和した｡ 更にこ の 飽和曲線をス キ ヤ ツ チ ャ
ー ド解析する と高親和性(K｡= 0.2nM , B正院 = 5.3fm ol/mg pr otein)の モ ノ コ ン ポ
ー ネ ン
トな レセ プタ ー が 存在する ことが分か っ た ｡ そ こ で こ の ア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠレj:
プタ - の サ ブタ イ プを決定する為に ､ ア ン ジ オテ ン シ ンⅠⅠタイ プ1 レセ プタ ー ア
ンタ ゴ ニ ス トであるDup753と同 じくタイプ2レ セ プタ ー ア ンタ ゴ ニ ス トである
p D 1233 19を用い て 阻害実験をお こ な っ た｡ そ の 結果を図30､ 表13に示す｡
H A S MCの【
1 2 5
Ⅰ]-s∬
1
, Ile
8
-A IⅠ結合部位はア ン ジオ テ ン シ ンⅠ､ ア ン ジオテ ン シ ン
IIIに比 べ て ア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠの 方が強く阻害し､ この レ セ プタ ー はア ン ジオ テ
ン シ ンIIレセ プタ ー で あるこ とがわかる｡ 更 にDup753はこ の【
125I]-Sar
i
,
Ile
8
- Al Ⅰ
結合を阻害する の に対し ､ p D 123319は 且10
-5Mまで で 全く阻害しなか っ た ｡ こ の
こ とからH A S MCの ア ン ジオテ ン シ ンⅠⅠレセ プ タ ー はタイ プ1レ セ プタ ー である こ
とが示唆される｡ 次 に ､ こ の こ と を更に確かめ る ため ､ ア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠタ イ
プlレセ プ タ ー の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジャ ー で ある細胞内カル シウム の濃度変イヒに
っ い て検討した｡ 図31に ア ン
､
ジオ テ ン シ ンⅠⅠに よる H ASMC細胞内カ ル シウム 濃
度変化の濃度依存性を､ ま たDup753,P D 123319によ る 阻害を示した｡ こ れらの 結
果はパ イ ン デイ ン グア ツ セイ の 結果と良く 一 致した｡ ま た エ ン ドセリ ン の 時と 同
じくア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠによ る 細胞内カ ル シ ウ ム濃度の 上昇の 内後半の持続相は
細胞外カ ル シ ウ ム に依存する が ､ ニ カ ル ジ ピン で阻害されなか っ た｡
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3 . 考察
H ASMCの ア
■
ン ジオテ ン シ ンⅠⅠ結合部位はス キ ヤ ツ チ ャ ー ドプロ ッ トよりmo n o_
compo n e ntで ある ことが予想された｡ ま たア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠア ナロ グによ る 阻害
の 強さ は以下の順であ っ た｡ sari,Ile8- Al Ⅰ> AlⅠ>Dup75 3>A IⅠⅠ>A I> >P D 123319. こ の
ことは ヒ ト及びラ ッ トの A Tl発現細胞で得られたプロ フ ィ ー ル とよく - 致する(77,
78)｡ ま たパ イ ン デイ ン グア ツ セ イ と細胞内カ ル シ ウ ム の 結 果もよく 一 致した ｡
更に ､ ア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠタイ プ1レセ プタ ー の 特異的 なア ン タ ゴ ニ ス トで ある
Dup753は[
1 2 5Ⅰ]-sar
i
,Ile
8
- AIIの 結合を完全 に阻害した｡ ま たア ン ジオテ ン シ ンⅠⅠに
よるⅢA SM Cの 細胞内カ ル シウ ム の 上昇も完全に抑制した｡ 以上 の こと は
H A S M Cの ア ン ジオテ ン シ ンⅠⅠレセ プタ ー がAT l のみである こ とを示して い る ｡ 従
来の 報告で も､ A Tlタイ プの みが今ま で知られ て い る ア ン ジ オ テ ン シ ンⅠⅠの 薬理
作用 (血圧上昇､ ア ル ドス テ ロ ン の 分泌､ 大動脈 の収縮) を司 っ て い ると報告さ
れて い る(79-81)o ラ ッ ト由来血管平滑筋細胞の A IO, A 7r5で もそれ ぞれA T l の存在
が報告されて おり(82)､ 種差も存在 しな い 可能性 が考えられ る ｡ ま た近年 ヒ ト勝
既に はア ン ジオテ ン シ ンⅠⅠレ セ プタ ー が 存在しそ の サ ブタイ プがA T lで ある と い
う報告があり組織特異性もあまり期待できな い もの と思 われる ｡
4 . 小括
1 . H A SMCには【
1 25
Ⅰ]-sar
1
, ne
員
-A II特異的結合部位が存在したo
2 . HASMCの【
1 2 5
Ⅰ】-sar
i
,
ne
8
-A IⅠ特異的結合部位はア ン ジオ テン シ ンII_ A T lレ
セ プタ ー であ っ た｡
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表 1 3
bra n e s
Ki V alu e s of a ngl Ote n Sin a nalogues in H A S MC m en -
Liga nd Ei(nM) H iu
A I 372(346- 401)
A 王I
Sa r∫,11e
8
-A IⅠ
A III
Dup753
PD 123319
3.6(3.4 - 3.8)
I.6(I.5 - 1.6)
87 (82- 91)
17(16- 17)
> 10, 0
1.00(0.87- 1.14)
0.73(0.67- 0.80)
0.81(0.75- 0.87)
0.72(0.62- 0.87)
0.84(0.74- 0,91)
3
3
4
3
3
3
Data ar ethe m e a n a nd 95 %c o n丘de nce limits ofthre e o rfo u r
Sepa r ate e xperim e nts.
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第五章 ヒ ト大動脆由来血管平滑筋細胞の バ ソ プ レ ツ シ ン レ セ プタ ー
の サ ブタイ プ
ア ル ギ ニ ン 8 バ ソ プ レ ッ シ ン(A V P)とオ キシ トシ ン は 中枢神経系内にお い て広
く分布 して おり ､ 最初神経伝達物質と して働 い て い るもの と思 わ れて い た｡ そ の
後､ 数種 の サ ブタイ プの存在が明らか になりオキ シ トシ ン レ セ プタ ー は中枢神経
系､ 乳腺およ び妊娠末期の 子宮で発現して おり､ 乳汁の 射乳 や子宮の収縮 に関与
して い るもの と思 われて い る(83)｡ 一 方バ ソ プ レ ツ シ ン レ セ プ タ ー に は ､ 遺伝子
レベ ル でVl､ V2 の2 種類が報告されており､ vl レセ プ タ ー は ､ イ ノ シ ト ー ル リ
ン脂質代謝､ カ ル シウム系を介して ､ 肝細胞 の糖分解や血管平滑筋の収縮 に関与
し､ v 2レセ プタ ー はcyclicA M P系 を介して腎尿細管で の 水の透過性を高め､ そ の
結果 ､ 水 の 再吸収を先進させ る と思 われ て い る(84,85)｡ 近年､ 大塚製薬 の V l選
択的なア ン タ ゴ ニ ス トOP C 21268､ V2ア ン タ ゴ ニ ス トopC31260を用 い た実験 に
よりラ ッ トと ヒ トで はその 有効性に差があ るこ と ､ 即ち レセ プタ ー の 種差が存在
する こ とが明らかとな っ てきた(86-88). 血管平滑筋 に対する バ ソ プ レ ッ シ ン の 作
用は ､ 今まで その ほとん どが実験動物を使っ て の もの で あり､ 主に ､ ラ ッ ト､ イ
ヌ な どで Vlレセ プタ ー を介する収縮が起 こるも の とさ れ てきた(89-91)｡ 一 方 ､
オキシ トシ ン の 血管平滑筋に対する作用 の報告は い まま で ほ とん どなく､ それも
■
ほとん どがバ ソ プ レ ッ シ ン レ セ プタ ー (v l)を介する オ キシ トシ ン の 作用であるも
の と思 われて きた ｡ そ こ でH A S M C のバ ソ プ レ ッ シ ン レ セ プタ ー の サ ブタ イ プ を
同定す ると同時 に ラ ッ ト由来血管平滑筋細胞A IOと比 べ る こ と に より種差 に つ い
て検討した｡
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1 . 実験方法
H A S M Cを500c m2の デ ィ ッ シ ュ に コ ン フ ル エ ン ト になるま で培養し､ p B Sで 洗
浄後セ ル ス ク レ + パ ー で細胞をかき集め ､ 遠心 により細胞を回収した｡ 次に細胞
を250m M s ucros e/10m M MgC12/50m M iris- H Cl(pH 7.4)バ ッ フ ァ
- 中で ホ モ ジ ナ
イズ し､ ホ モ ジネ - ト は2,00 0xglO分間の遠心上滑を更に4 0,0 0 Ⅹg20分の 遠心
によ っ て沈澱を得た｡ この 沈殿を租膜分画として パイ ン デイ ン グア ツ セイ に用 い
たo パ イ ン デ イ ン グア ツ セ イはイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (10m M Na2HPO4 ,
5mM E D TA,100m M NaCl,0･1m M P M S F,0.2mg/mls oybe a ntrypsininhibitor,
I
0･018mg/m10-phen anthr olin e, 2mg/ml bo vin e s e r u mal bu min,0.14mg/mlba citra cin(pfI=
7.4)中loi}g
･蚤自量の髄膜分画と【3H]-Arginin, v as opre s sin(A V P)(N EN社製,
3.2 T Bq/m m ol)を37℃ 60分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した ｡ 反応 はGF/C フィ ル タ ー
を用 い て ろ過するこ と により停止した｡ フ ィ ル タ ー 上 にトラ ッ プさ れた放射能は
洗浄液(10mM tris- HCIpH =7.4/0.15 M NaCl/0.0 1% B S A)で洗浄し､ フ ィ ル タ ー 上
に残 っ たカ ウ ン トを液体 シ ン ナ レ 一 夕 - を加えて ､ 液体シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン
タ ー で測定した｡ 非特異的結合は1FLM の AVP存在下 の 結合と し､ 総結合豊から
非特異的結合を差 し引くこ とに よ り特異的結合を求め た｡
細胞内カ ル シウ ム の 濃度測定は以下 の よう に おこ な っ た ｡ H A S M Cをカ バ ー グ
ラ ス 上 に培養し､ コ ン フ ル エ ン トにな っ たとこ ろでHBS S(ハ ンク ス の 塩溶液に
0･05% B S A/10mM glu c o s eを添加したもの)で洗浄し､ 5FL M fur a-2/A Mと37℃ ,6 0
分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し､ その 後カ バ ー グラス を洗浄し石英製の キ ュ ベ ッ ト内
に入 れ ､ 日本分光製細胞内カ ル シ ウム 測定機(CA F-100)で測定した｡ 助起波長は
340n mと380n mを用 い ､ 50n mの 蛍光を測定した｡ 細胞内カ ル シウム 濃度の計算
はGrynkie wic sらの 方法 に従 い ､ 第4章と同 じ方法で算出した｡
ラ ッ ト大動脈由来血管平滑筋細胞 (A IO) の 培養は以下の様 にお こな っ た｡ 即
ち大日本製薬より購入 したA IO細胞をD M E M- lO %F B Sで 培養した . 培地は3-4日
ごと に交換し､ サ ブ コ ン プ ル エ ン トにな っ たと こ ろで0.02 % ED TA-PBSで洗浄し
トリプ シ ン で ディ ッ シ ュ より剥 が した後3- 4倍の 底面積の デ ィ ッ シ ュ に蒔い た ｡
パ イ ン デ イ ン グア ツ セ イ に はH ASMCと同様に500c m
2
にカ ル チ ャ ー し､ 同様に細
胞膜分画を調整した｡ ま た細胞内カ ル シ ウ ム 膿度測定には ､ 直径1.4c mの カ バ ー
グラ ス 上 に培養 し コ ン フ ル エ ン トにな っ た と こ ろ で 実験 に供し た｡ 細胞内カ ル シ
ウ ム の 測定は実験の18時間前より培地から血清を除去した｡ カ バ ー グラス をH BS
S で洗浄後2FLM のFura-2/A Mと37℃30分イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し､ H B S Sで洗浄 したo
実験に用 い たA IO細胞はすベ てFur a-2/A M取り込み後2時間以内の もの を使用した｡
- 68 -
2 . ##
HASMCの バ ソ プ レ ツ シ ン特異的結合部位を調 べ る為に ､ [
3
H]- A V Pを用 い た パ
イ ン デ イ ン グア ツ セ イをお こ な っ た (図32) ｡ 【
3
町 A V Pの 特異的結合 はリ ガ ン
ドの濃度を増やすと飽和した｡ また こ の 時の 特異的結合俳 特異的結合の割合は
70%以上あ っ た｡ またこ の 飽和曲線をス キ ヤ ツ チ ャ ー ドプロ ッ トする と図35の 様
に なりK｡ = 0.65± 0.08nM , Bm u = 122 ± 16fm ol/mg pr oteinの 高親和性の モ ノ コ
ン ポ - ネ ン トな レセ プタ ー が確認された ｡ そ こで こ の A V P結合部位に つ い て そ の
サ ブタイ プを決める ため ､ 種々 の バ ソ プ レ ッ シ ン ア ナ ロ グを用 い て 阻害実験をお
こ な っ た (図33) ｡ そ の結果､ オキ シ トシ ン が最も強 い 阻害を示した｡ そ こで 既
に バ ソ プレ ッ シ ンVlaレ セ プタ ー が発現して い る こ との 知られて い るラ ッ ト血管
平滑筋由来の培養細胞A IOと比 べ て みた (表14) ｡ そ の 結果 ､ A IOの バ ソ プ レ ツ
シ ン レセ プタ ー は既報の結果通りLyspre s sin >[β-Merc apto-β舟cyclopenta m ethyle n e-
pr opionyl
l
, o -Et-Tyr
2
,
v d
4
,
Arg
8
]- v as opre s sin(V トA N T)>A V P> > o xyto cin=OP C 2 1268>
De･sm opr e s sin =OP C 31260となりT hr
4
,
Gly
7
- o xylo cin(T G- o xyto cin)は1xlO
'5
Mでも 阻
害を示さなか っ たの に対し､ HASMC では この 阻害剤 の効力順がo 又ytO Cin >A V P=
Lyspre ssin>T G- oXytocin >V l- A N T>De s mopr e ssin= O P C 2 1268>O P C 3 1260となりA IOと
の 違 い が際だ っ て い た｡ そ こ で次 に これら レセ プタ ー の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー
であ ると思 われて い る細胞内カ ル シ ウ ム 濃度変化に つ い て検討した｡ その 結果 パ
イ ン デイ ン グア ツ セ イ の結果と良く相 関する結果が得られた (図34,3 5) ｡ 即 ち
オキ シ トシ ン の 方が バ ソ プ レ ツ シ ン よりも細胞内カ ル シウム 濃度上昇に対する効
力が強く､,ま たオ キシ トシ ン特異的なア ゴ ニ ス トと考えられて い るTG - oxyto cinは
H ASM Cの 細胞内カル シ ウ ム 濃度 を上昇さ せ たがv l- バ ソ プ レ ツ シ ン レ セ プタ ー が
発現して い る と思われて い るA IO細胞で は細胞内遊離カ ル シウ ム の濃度上昇を ひ
き起こ さ なか っ た ｡ さら にH A S M Cの 細胞内セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー であるイ ノ
シ ト ー ル1,4,5三燐酸 (以下IP3) 産生 に つ い てもオ キ シ トシ ン の ほうがバ ソ プレ ッ
シ ン よりIP3産生 を上昇させた ( 図36) 0
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3 . 考察
近年 ヒ トと ラ ッ トの バ ソ プ レ ッ シ ン レ セ プタ ー で の 種差が報告され ､ ヒ ト型 の
レセ プタ ー パ イ ン デイ ン グア ツ セ イ系が重要にな っ てきた(86)0 Pettibo n eらは
rbe s u sと ヒ トの 肝臓 の バ ソ プレ ッ シ ン V l レセ プタ ー と ヒ ト の 子宮の バ ソ プ レ ッ シ
ン レ セ プタ ー が良く似 て い る こ とを報告して い る ｡ しか し､ ラ ッ トと霊長類 で は
大きな相違がある ことを報告して い る｡ しかし､ 彼らは､ ヒトの 肝臓の バ ソ プレ ッ
シ ン結合部位は(A V P;0.3lnM , o xyto cin;8.1 nM)バ ソ プ レ ッ シ ン とオキシ トシ ン の
Ki値の 差よりv lレセ プタ ー である と結論 して い る ｡ こ の 点に お い て今回の我 々
の 結果とは相違がある｡
細胞内カ ル シ ウ ム濃度変化に つ い て も､ パ イ ン デイ ン グア ツ セ イ の 結果 を良く
反映し､ H A S M CとA IOで はバ ソ プ レ ッ シ ン とオキシ トシ ン の 効力 に差があ っ た｡
さ らにもうひと つ の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー であ るイ ノ シ ト ー ル1,4,5-3燐酸の 生
成 でもオ キ シ トシ ン の ほ うが強か っ た こ とから ､ 今回 の H A S M C のバ ソ プ レ ッ シ
ン結合部位がオキシ ト シ ン レセ プ タ ー であ る こと は強く支持され る｡ Altu r aら は
牌帯静駅を用 い て ､ オ キシ トシ ン が バ ソ プ レ ッ シ ン より より強く血管を収縮さ せ
る こ とを報告し､ 出生時の腰帯静脈の 止血 と関係して い る の で はと推論して い る
(92)｡ しか し ､ こ の レ セ プタ ー の サ ブタイ プの 同定は して い な い ｡ ヒ ト大動脈血
管平滑筋細胞における オキ シ トシ ン レ セ プタ ー の 発現の 生理学的な意味は不明だ
が ､ 動脈硬化層などで はか なり太 い 動脈の平滑筋で増成がお こ っ て おり ､ こ の よ
うな部位で こ の レ セ プタ ー が重要な役割を果たして い る可能性はある｡ 更に今 回
の 結果 は バ ソ プ レ ッ シ ン ー オ キシ ト シ ン レ セ プタ ー フ ァ ミ リ ー の 再分類 に重要な
知見に なるもの と思 われ る｡
4 . 小括
1 . H A S MC には【
3H]- A V P結合部位が存在した.
2 . H A S M C の[
3
町 A V P結合部位は オキシ トシ ン レセ プタ ー であ っ た｡
3 ･ H A S MCの オキ シ トシ ン レ セ プタ ー は オ キ シ ト シ ン に よ り細胞内遊離
カ ル シウ ム の 濃度上昇を引き起 こ した｡
4 . H A S MCの オキシ トシ ン レ セ プタ ー はオキシ トシ ン によりイ ノ シ ト ー ル
三燐酸の産生を上昇させた｡
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総括
平滑筋を収縮させ る ことが知られて い る ア ド レナリ ンα 1 レ セ プタ ー およ び ム
ス カリ ン 性アセ チ ル コ リ ン レ セ プタ ー ､ さら に ペ プチ ド性の収縮物質である ア ン
ジオ テ ン シ ンⅠⅠ､ エ ン ドセ リ ン ､ バ ソ プ レ ッ シ ン の レセ プタ ー につ い て ラ ッ ト前
立腺と大動脈､ ヒ トの培養細胞で検討した｡ そ･ れぞれの レセ プタ ー にサ ブタイ プ
が存在する こと は近年薬理学的及び分子生物学的に明らかとな っ てきており ､ そ
の サ ブタイ プの 同定は､ 薬物の標的臓器で の 作用発現の増強や他の組織で の作用
軽減 (主作用と比べ た副作用発現の軽減) が期待され ､ 生体の微妙な平滑筋収縮
の調節機構の解明並びに薬物の開発に重要な情報となるもの と考える｡ そこ で 血
管平滑筋と前立腺平滑筋､ ま たラ ッ トと ヒ ト由来細胞を用 い て組織によるサ ブタ
イ プの 遠 い に つ い て 検討した｡ その 結果､ α1レセ プタ ー に関 して はラ ッ トの 血
管平滑筋と前立腺平滑筋と でサ ブ タイ プの 違 い が観察された (第 一 章) ｡ こ れ は
血圧 に影響を与えずに前立腺の尿道内圧を調節する ことの できる薬剤開発の 可能
性を示唆する もの で ある . 次 にム ス カリ ン性 ア セ チ ル コ 1)ン レセ プタ ー はラ ッ ト
と ヒ ト前立腺由来平滑筋細胞に お い て発現する サ ブタイ プの 違 い が観察された
(第二章) ｡ この こ とは前立腺組織内に お い て複数の レセ プタ ー サ ブタイ プが存
在する可能性 がある もの と思われた｡ エ ン ドセリ ン レ セ プタ ー に関 して は､ 大動
脈由来平滑筋細胞で はE TA レセ プタ ー の み発現して い たの に対 して , ヒ ト前立腺
由来平滑筋細胞にお い て はE TAに加えてE TBタイ プ の レセ プタ ー も発現して}- た
(第三章) ｡ ア ン ジオ テ ン シ ンⅠⅠレセ プタ ー はH ASMC ではA Tlタイプの レセ プタ
ー の みが発現して い た (第四車) ｡ ア ン ジオテ ン シ ンⅠⅠレセ プタ ー の 場合ほ と
ん どの 組織 でA Tlが発現し ており､
'
む しろ A T2 レ セ プタ
ー が 発現 して い る と いう
報告は稀である｡ バ ソ プ レ ッ シ ン レ セ プタ ー に関 して峠､ 近年ラ ッ トと ヒ トで ア
ン タ ゴ ニ ス トの効力が大きく異な る ことか ら種差 の存在が指摘されて おり､ 今回
ヒ ト大動駅由来平滑筋細胞とラ ッ トの 大動脈由来平滑筋細胞とで追試す べく比較
した｡ その 結果､ オキシ トシ ン レセ プタ ー の発現が確認され ､ ラ ッ ト由来のもの
と異な っ て い た (第五章) ｡ 一 般にオキ シ トシ ン レセ プタ ー は乳腺や子宮の みで
発現して い る と されて おり､ 今回の 結果 に は非常に興味がもたれる ｡ ヒ トの 血管
で実際にオキ シトシ ン レ セ プタ ー の 発現は こ れま で に報告されて い な い の で ､ 血
管にお ける オキ シ トシ ン の 役割 は今後の 課題として興味がもた れる ｡
以上 4種類 の平滑筋 (ラ ッ ト大動脈､ ラ ッ ト前立腺､ ヒ ト大動脈由来血管平滑
筋細胞､ ヒ ト前立腺由来平滑筋細胞) に つ い て ､ 種々 の 収縮性リ ガ ン ドの レ セ プ
タ ー サ ブタイ プを明か に し､ 種差および組織特異的なサブタ イ プの発現に つ い て
検討した｡ こ れら レ セ プタ ー の サ ブタ イプの 存在を明らかに した こ とは ､ 今後平
滑筋収縮機構の解明や今後の新し い 薬物の開発 に意義のあるこ とと考える｡
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